





\oAS | 
HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN- Berlin, G. v. BUNGE- Basel, 0. COHNHEIM- 
Heidelberg, P. EHRLICH -Frankfurt a. M., EMIL FISCHER - Berlin, 
W.y.@ULEWITSCH- Moskau, 0. HAMMARSTEN-Upsala, 8.G. HEDIN, 
G. HOPPE-SEYLER- Kiel, C. G. HUFNER-Tabingen, M. JAFFE- 
Kinigsberg, FR. KUTSCHER-Marburg, E. LUDWIG-Wien, CARL 
TH. MORNER-Upsala, K. A. H. MORNER-Stockholm, W. OSTWALD- 
(rrofsbothen, I. P. PAWLOW-St. Petersburg, C. A. PEKELHARING- 
Utrecht, EF. SALKOWSKI-Berlin, E. SCHULZE-Ziirich, M. SIEGFRIED- 
Leipzig, H. STEUDEL-Heidelberg, H. THIERFELDER-Berlin 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 


ZWEIUNDFUNFZIGSTER BAND. 


Mit sieben Kurvenzeichnungen und drei Abbildungen im Text und 
drei Tafeln. 


STRASSBURG 
VERLAG von KARL J. TRUBNER 
1907. 





RONEN I NLS DOEELLLIL ELISE TESS ay aA 





M. DuMont Schauberg, StraBburg. 


r 
i? 














Inhalt des zweiundfiinfzigsten Bandes. 


HEEFT 1 und Il. 


(Ausgegeben am 20, Juni 1907. 


Gottlieb, R., und R. Stangassinger. Uber das Verhalten des 
Kreatins bei der Autolyse. Mit zwei Figuren im Text 
Scaffidi, V. Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkirpern und 
EFlektrolyten. V. Mitteilung. Vervollsténdigung der Gleich- 
gewichtsoberflache belm System: Globulin, Magnesiumsulfat, 
Wasser. Mit drei Tafeln und einer Kurvenzeichnung im Text 
Schulze, E. Uber den Phosphorgehalt einiger aus Pflanzensamen 
dargestellter Lecithinpraparate 
Steudel, H. Zur Analyse der Nucleinsiuren 
Kiittner, S. Uber die Volhardsche Pepsinbestimmung. . . 
Achelis, W., und Fr. Kutscher. Der Nachweis organischer Basen 
i Ce a cc Ke oe eee we ee ew 
Horowitz, L. M. Zum Chemismus der Verdauung im tierischen 
Koérper. IX. Mitteilung: Uber die Bakterien des Verdauungs- 
traktwn Deun Hunde. . 2.5 1 see eo % , 
Weiss, F. Untersuchungen iiber die Bildung des Lachsprotamins 
Ameseder, Franz. Uber den «Cetylalkohol» aus Dermoideystenfett 
Liebermann, Hans. Uber die Gruppe yon stickstoff- und selhwefel- 
haltigen organischen Siiuren, welche im normalen Menschen- 
harn enthalten sind . ‘. 4 i» & & Ss 
Euler, H. Gleichgewicht und Endzustand bei Enzymreaktionen . 
Breinl, Ferdinand, und Oskar Baudiseh. Beitriige zur Kenntnis 
des oxydativen Abbaues der Keratine mit Wasserstoff- 
ONG fk kt hae ee 
Bondi, 8S. Synthese der Salicylursinure . 
Bechhold, H. Zur «<innern Antisepsis» . . i 
Dennstedt, M. Zur Elementaranalyse phosphorhaltiger Eiweib- 


verbindungen. ... . ei ie Soe & © oe EA 
Herwerden, M. van. Beitrag zur Kenntnis der Labwirkung auf 
Casein. ... : 


Abderhalden, Emil, uid Martin Kempe. Beitrag zur Kenntnis 
des Tryptophans und einiger seiner Derivate 

Lippich, Fritz, Nochmals zur Frage iiber den wahren mittleren 
Harnstoffgehalt des menschlichen normalen Harnes 


Seite 


—_ 
to 


54 


63 


129 


146 


150 
170 


177 


PRA aS: 





BAA i 





Set Dy i Mpa Matas Gate" = 


AP ial SE 


“ter aeilpelb. 





HEEFT [Il und IV. 
(Ausgegeben am 16, Juli 1907.) 
Dorner, G. Zar Bildung von Kreatin und Kreatinin im Organismus, 
besonders der Kaninchen. Mit sechs Kurvenzeichnungen 


We SER. 6 Ce we we & eee a i ee Eee 
Dietz, Wilhelm. Uber eine umkehrbare Fermentreaktion im he- 
terogenen Svstem. Esterbildung und Esterverseifung. . . 
Abderhalden, Emil, und Leonor Michaelis. Der Verlauf der 


fermentativen Polypeptidspaltung . . 2... 2. 2 we, 
Scheunert, Arthur, und Robert Bergholz. Zur Kenntnis der 
Pankreaskonkremente. Mit einer Abbildung im Text. . 


Abderhalden, Emil, und Arthur Voitinovici. Hydrolyse des 
Keratins aus Horn und aus Wolle ..... 

Weitere Beitriige zur Kenntnis der Zusammensetzung 
der Proteme yo Se Se ak EP oe er a ee eee 
Neubauer, Otto, und L. Flatow. synthesen von Alkaptonsiiuren 
Burian, Richard. Zur Richtigstellung . : ao ly we ae eo 

HEFT Vo ouand VI. 
Ausgegeben am 3. August 1997, 
Kikkoji, T.. und Risaburo Iguehi. Uber die Purinbasen der 
mensehlichen Placenta 2 el Ger Qe ok Vereen eS Oo eee 
Schulze, EE.) Zum Nachwe's des Rohrzuckers in Pflanzensamen 
Hedin, S. G. Uber verschiedenartige Hemmung der tryptischen 

VORGRIINS «4.4.4 @ £6 ec GK ewe Se ee ee 
Hofbauer, J. Uber Auftreten von Glyoxylsiure im Verlaufe 

von Gravidiliit, Geburt und Puerperium. .. 2.0... 
Herzog, R.O., und Franz Hérth., Uber die Einwirkung einiger 


Abbau 


Diimpfe auf Prefhefe ......... 
Abderhalden, Emil, Bruno Bloch und Peter Rona. 
emiger Dipeptide des Tyrosins und Phenylalanins bei einem 


. . + . ° 


Kalle von Alkaptonurie .... . 
Hofmann, K. B., und Fritz Pregl. Uber Koilin. 2... . 
Knaftl-Lenz, Erich vy.) Uber die Diaminos‘iuren des Koilins . 
Buchtala, Hans. Uber das Mengenverhiiltnis des Cystins in ver- 

schiedenen Hornsubstanzen . . 2... 6 2 ee. ; 
London, E. S., und A. Sagelmann. Zum Chemismus der Ver- 

dauung im tierischen Koérper. XI. Mitteilung. Zur Frage 

liber die Verdauung im Magen zusammengesetzter Speisen 
Preti, Luigi. Beitriige zur Kenntnis der Autolyse .. +. . 
Becker, ©. Th., und R. O. Herzog. Zur Kenntnis des Geschmackes. 

LSS kk 8k we wd) 2 OOO eee ee ee 
Siegfried, M. Bemerkung zur Methode der Bestimmung des 
( ) 
~ 
Abderhalden, Emil, und Peter Rona. Weiterer Beitrag zur 

Frage nach der Verwertung von tief abgebautem Eiweif 


Quolienten be: der Carbaminoreaktion ...... 


im Organismus des Hundes ......+.+s#e-«vre¢ees 


Seite 


348 
368 


47D 


399 


07 











Seite 


Abderhalden, Emil, und Yuho Himiiliiinen. Die Monoamino- 


siiuren des Avenins . ’ = a a ‘ O15 

Castoro, N. Uber die in den Samenschalen von Cucurbita Pepo 
enthaltenen Hemicellulosen ae ae ee 521 
Cohnheim, Otto. Das Verhalten der Hippursiiure zu Erepsin . 526 
527 


Gulewitsch, Wl. Zur Richtigstellung 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Abderhalden, Emil, und Martin 
Kempe, 207. 

— — und Leonor Michaelis, 326. 

— — und Arthur Voitinovici, 348, 
368. 


— — Bruno Bloch und Peter Rona, 


ABD. 
— — und Peter Rona, 514. 
— — und Yuho Himiiléinen. 515, 
Achelis, W., und Fr. Kutscher, 91. 
Ameseder, Franz, 121. 
Baudisech, Oskar, s. Breinl. 
Bechhold, H., 177. 


Becker, C. Th., und R.O. Herzog, 503. 


Bergholz, Robert, s. Scheunert. 

Bloch, Bruno, s. Abderhalden. 

Bondi, S., 170. 

Breinl, Ferdinand, und Oskar 
Baudisch, 159. 

Buchtala, Hans, 474. 

Burian, Richard, 399. 

Castoro, N., 521. 

Cohnheim, Otto, 522. 

Dennstedt, M., 181. 

Dietz, Wilhelm, 279. 

Dorner, G., 225. 

Euler, H., 146. 

Flatow, L., s. Neubauer. 

Gottheb, R., und R. Stangassinger 1. 

Gulewitsch, WL. 523. 

Himilainen, Yuho, s. Abderhalden. 

Hedin, S. G., 412. 


Herwerden, M. van, 184. 
Herzog, R. O., und Franz Horth, 43 


iV 


— — s. Becker. 

Horth, Franz, s. Herzog. 

Hofbauer, J., 425. 

Hofmann, K. B., und Fritz Pregl, 448 

Horowitz, L. M., 95. 

Iguchi, Risaburo, s. Kikkoji, 

Kempe Martin, s. Abderhalden. 

Kikkoji, T., und Risaburo Iguchi, 401, 

Knaffl-Lenz, Erich v., 472. 

Kiittner, S.. 63. 

Kutscher, Fr., s. Achelis. 

Liebermann, Hans, 129. 

Lippich, Fritz, 219. 

London, E. S., u. A. Sagelmann, 482. 

Michaelis, Leonor, s. Abderhalden. 

Neubauer, Otto, und L. Flatow, 375. 

Pregl], Fritz, s. Hofmann. 

Preti, Luigi, 485. 

Rona, P., s. Abderhalden, 

Sagelmann, A., s. London. 

Seaffidi, V., 42. 

Scheunert, Arthur, und Robert Berg- 
holz, 338. 

Schulze, E., 54, 404. 

Siegfried, M., 513. 

Stangassinger, R., s. Gottlieb. 

Steudel, H., 62. 

Voitinovici, Arthur, s. Abderhalden. 

Weiss, F., 107. 





Ch ie, OR se sce HE 


SAUNT OPA Re COIR 











Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 
Von 


R. Gottlieb und R. Stangassinger. 





Mit zwei Figuren im Text. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. April 1907. 


Die Fragen des Kreatinstoffwechsels haben, wie aus meh- 
reren neueren Arbeiten hervorgeht, das Interesse der physio- 
logischen Chemiker in letzter Zeit wieder in erhéhtem Mabe 
auf sich gelenkt. Die altere Ansicht, dafi das Kreatin ein spe- 
zifisches Produkt des Muskelstoffwechsels sei, das im Stoff- 
wechsel, abgesehen von seiner Umwandlung in Kreatinin, kaum 
angegriffen werde, ist schon lange von einzelnen Autoren, z. B. 
lhunge,!) Neumeister,?) bezweifelt worden. Diese iiltere 
Ansicht von der Unangreifbarkeit des Kreatins im Stoffwechsel 
stiitzte sich auf Versuche von Meissner,*) Voit,4) Mallet) 
nach denen verttittertes Kreatin und Kreatinin zum groften 
Teile als Kreatinin im Harn erscheint. Aber abgesehen von 
dem Einwande, dai man das Schicksal des von auben einge- 
fiihrten Kreatins nicht mit dem im Stoffwechsel selbst entstan- 
denen identifizieren diirfe, ist in neueren Versuchen auch ein 
mehr oder weniger weitgehendes Zuriickbleiben der Ausschei- 
dung gegentiber der Zufiihrung der beiden Kérper beobachtet 


') y. Bunge, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chemie, 4. Aufl., Leipzig 
[848, S. 322. 

2) Neumeister, Lehrb. d. physiol. Chemie, 2. Autl., Jena 1897, 8. 431. 

‘) Meissner, Zeitschrift f. rationelle Medizin, Bd. XXXI, 8. 283, 1868. 

4) Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. IV, S. 111, 1868. 

*) Mallet, U. S. Dep. of Agriculture Bull. 66. L899. 
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worden. So fand Czernecki,') dab am Kaninchen jedenfalls 
enur ein sehr kleiner Teil des eingegebenen Kreatins als Krea- 
tinin im Harn erscheint». Auch Achelis?) schheBt aus Ver- 
suchen am Hunde und am Menschen, mit sehr reichlicher Krea- 
tininzugabe zur Nahrung, «dab em = betrichtlicher Teil des 
Kreatinins zerst6rt wird». Dagegen haben van Hoogenhuyze 
und Verploegh®4) in Selbstversuchen den grébten Teil von 
eingefiihrtem Kreatinin im Harne wiedergefunden. Klercker,*) 
der Kreatin und Kreatinin zusammen per os in’ Form. von 
Liebigschem Fleischextrakt in wechselnden Mengen einnahm, 
beobachtete eine Ausscheidung von 45 und 63°,o des verab- 
reichten Kreatinins und von 20 und 31°o des Kreatins. Folin) 
endlich gibt) neuerdings an, dab er eingenommenes Kreatin 
weder als Kreatin nachweisen noch tiberhaupt eine Stickstofl- 
vermehrung des Harns darnach konstatieren konnte, eine An- 
gabe, welche allerdings mit) allen) bisherigen Beobachtungen 
In Widerspruch steht. 

Das Kreatin und sein Anhydrid scheinen demnach im 
Stolfwechsel keineswegs so schwer angreifbar zu sein, als man 
friher glaubte. Es war deshalb von Interesse, das Verhalten 
dieser Substanzen bei der Autolyse verschiedener Organe zu 
priifen., 


Zur Methode. 


Fiir die Verfolgung derartiger Fragen war es notwendig, 
eine zur Austiihrung lingerer Versuchsreihen geeignete Me- 
thode auszuarbeiten, welche Kreatin und Kreatinin mit genii- 
gender Genauigkeit nebeneinander zu bestimmen gestattet. Das 
Neubauer-Salkowskische Verfahren ist nieht bloB lang- 
wierig und erfordert grobe Mengen von Untersuchungsmaterial; 
die Faillung des Kreatinins als Chlorzinkverbindung ist tiberdies 


') Gzernecki, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 294, 1905. 

*) Achelis, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 10, 1906. 

' Van Hoogenhuyzeu. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
S. 415, 1905. 

‘) Klercker, Hofmeisters Beitriige zur chem. Physiol. u. Path., 
Bd. VII, S. 59, 1906. 


Folin. Festschrift fir O. Hammarsten, 1906. 
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in Organextrakten unzuverlissig. Hingegen erschien die kolori- 
metrische Methode von Folin') fir die Kreatininbestimmung 
unseren Zwecken zu entsprechen. Nur fiir die quantitative 
Umwandlung von Kreatin in Kreatinin zu seiner nachfolgenden 
Bestimmung als Kreatinin waren zur Zeit, als wir unsere Ver- 
suche begannen, noch ungentigende Vorschriften gegeben. Erst 
nach dem Abschlufi unserer methodischen Vorarbeiten, sowie 
eines grofen Teiles unserer Autolyseversuche erschien im 
vorigen August eine inhaltsreiche Untersuchung Jaffés,?) 
welche u. a. auch die Bedingungen der Umwandlung von Krea- 
tin in sein Anhydrid fir den Zweck einer quantitativen Be- 
stimmung (durch vorherige Pikrinsiurefiillung, Zersetzung des 
Produkts und Wiigung des auf diese Weise gereinigten Krea- 
tinins als Kreatininchlorzink) feststellte. 

Wir hatten uns somit die Aufgabe zu stellen, die Folin- 
sche Kreatininbestimmung in einer fiir unsere Zwecke geeigneten 
Weise zu modifizieren und die Umwandlung von Kreatin = in 
Kreatinin zur quantitativen Bestimmung des Kreatins zu stu- 
dieren. 

Das Prinzip der Folinschen Methode beruht auf der 
kolorimetrischen Verwertung der Jafféschen Pikrinsiiurereak- 
lion. Die Farbenintensitiét der durch alkalische Pikrinsiiure in 
Kreatininl6sung hervorgerufenen Rotfiirbung wird in bestimmter 
Schichtlinge mit einer gleich gefiirbten Standardlosung ver- 
glichen, fiir welche Folin "/2-Kaliumdichromatlésung wiihlte. 
Folin beniitzte zur Vergleichung ein Kolorimeter nach Dubosgq. 
Van Hoogenhuyze und Verploegh — unseres Wissens die 
ersten, die nach Folins Methode umfangreiche Studien tiber 
die Kreatininausscheidung beim Menschen ausfiihrten, — _ be- 
dienten sich zur Vergleichung eines Apparates eigener Kon- 
struktion, der nach ihren Angaben den Anforderungen entsprach. 
Kine moglichst genaue Einstellung der beiden Farbenfelder auf 
die gleiche Fiirbungsintensitit erscheint wegen der Empfind- 
lichkeit der Jafféschen Reaktion dringend geboten, da_ sich 


') Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 2 
*) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 


23. 
‘30. 1906. 
1* 
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die durch ungenaue Vergleichung entstehenden Fehler beim 
Umrechnen auf gréBere Mengen ganz bedeutend multiplizieren. 
Wir haben fiir diese Bestimmungen ein billiges Kolorimeter 
ohne Prismenverwendung konstruiert. 

Zuniichst mdége das Prinzip unseres Apparates durch eine 
Skizze des Ganges der Lichtstrahlen erliiutert werden. 

Die von den Spiegeln S,S, reflektierten Lichtstrahlen passieren die 
gefiirbten Flissigkeitssiiulen F, F,; sie treffen dann halftiglich auf die 
geschwiarzte Riickseite der Spiegel C, C,, wo sie absorbiert werden, half- 
tiglich aber auf die Spiegel B, B,. Von B, B, werden die Strahlen nach 
C, C, reflektiert; nach abermaliger Zuriickwerfung gelangen dieselben dann 
parallel nach A in das beobachtende Auge. Getrennt sind die Farben- 
teilfelder durch einen schmalen, schwarzen Strich, der durch Zusammen- 
entsteht. 


sto? der Spiegel C, C€, 
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Unser Kolorimeter stammt aus der Werkstatt von H. Runne 


in Heidelberg. In vorstehender Figur 2 ist es 2.5 der nattirlichen 
Grobe dargestellt. 

Von der Fufplatte U gehen vier Pfeiler D, D,, D,, D, in die Hohe, 
die durch Schrauben mit der oberen, den schwarzen Kasten tragenden 
Platte O verbunden ist. Die Siéulen D, D, sind mit Schraubengewinden 
von 1mm Ganghdhe ausgestattet, auf denen die Schraubenmuttern E, E, 
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auf- und abbewegt werden kénnen. Der Umfang von E, E, ist in zehn 
Teile geteilt, mit Marken versehen und gestattet ‘10 mm Ablesung. Durch 
Drehung der Schrauben E, E, wird das starre Trigergleitstiick G, G, — 
bestehend aus Gleitrohr und Trégerplatte mit Ausschnitt — bewegt und 
die Héheninderung in dem Ausschnitt H, H, dieses Gleitrohres auf E, E, 
an der Millimeterskala abgelesen. Das Gleitstiick triigt abnehmbar den 
zur Aufnahme der Fliissigkeiten bestimmten und mit Ausgufi versehenen 
Zylinder F, F,, dessen Boden durch eine planparallele Glasplatte gebildet 
wird. In diesen beweglichen Zylinder ragt eine engere, mit O starr ver- 
bundene, Réhre R, R, hinein, die unten durch planparalleles Glas ver- 
schlossen ist. Liegen nun die beiden parallelen Glasplatten aufeinander, 
so erscheint der Kreis rein weif, und die Millimeterteilung auf D, D, und 
E, E, zeigt Null. Zur sicheren Fiihrung gleitet die Trégerplatte noch in 
einer Nute auf D,; D, (in der Figur nicht deutlich sichtlich) vervoll- 
kommnet die Stabilitéit des Apparates. Der schwarze auf O geschraubte 
Kasten birgt in seinem Inneren die aus Figur 1 ersichtlichen Spiegel B, B, 
und (,C,. Das Sehloch A ist durch eine schwach gekriimmte Linse ver- 
schlossen. Zur Beleuchtung der Spiegel S,S, wurde weifes diffuses Licht 
benutzt. 

Die Handhabung des Apparates ist sehr einfach. In den einen 
Zvlinder C bringt man die gewahlte Standardlésung und stellt mit Hilfe 
der Schraube E die gewiihlte Héhe der Fliissigkeitssiiule zwischen den 
parallelen Platten der Zylinder GC und R genau ein; in den anderen Zy- 
linder C, wird die gefiirbte Untersuchungsfliissigkeit gegeben und durch 
Heben oder Senken desselben die zwischen C, und R, befindliche Fliissig- 
keitssiiule bis zum Eintritt der Farbengleichheit der Teilfelder variiert. 
Die Hihe dieser dazu erforderlichen Fliissigkeitssiule wird dann abgelesen. 

Die quantitativen Kreatininbestimmnngen mit diesem Kolori- 
meter erfolgten nach Folins!) Vorschriften. Eine Nachpriifung 
der von ihm ermittelten Werte mit unserem Apparate ergab 
fast dieselben Zahlen. So entsprach die Farbenintensitiit der 
8 mm langen Fliissigkeitsschicht einer ™/e-Kaliumbichromat- 
lisung genau der &,1 mm hohen Fliissigkeitssiiule einer nach 
Folin bereiteten 10 mg Kreatinin enthaltenden Farblésung. 
Durch einfache Rechnung JaBt sich aus den verschieden hohen 
Fliissigkeitssiiulen der UntersuchungslOsungen der jeweilige 
Kreatiningehalt der letzteren ermitteln. Die Ubereinstimmung 
der kolorimetrisch gefundenen Kreatininwerte mit den theore- 
tisch verlangten ist aber, wie auch Folin hervorhebt, nur in ge- 


1) Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 223. 
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wissen Grenzen eine gute; bei unserem Apparate bewegten 
sich dieselben zwischen 4,2 mm und 14 mm. Falls grébere 
Quantitiiten Untersuchungsl6sung zur Verfiigurg stehen, kann 
durch geeignete Wahl der Konzentration der auf Kreatinin zu 
prifenden Losung die ermittelte Genauigkeitsgrenze eingehalten 
werden. Reicht aber das vorhandene Material nur zu einer 
Bestimmung aus und ist der ungefiihre geringe Kreatiningehalt 
der zu priifenden Losung unbekannt, so verbiirgt nur eine 
vorher mit reinem Kreatinin durch Aichung des Apparates er- 
mittelte Tabelle genaue Werte. 

In reinen) Kreatininldsungen mit) verschiedenen Konzentrationen 
wurde zu diesem Zwecke die durch alkalische Pikrinsiiure erzielte Farben- 
intensitiil gegeniiber einer 8 mm hohen Fliissigkeitssiule der "/s-Kalium- 
bichromatlOsune festvestellt. Dieselbe wurde in Millimetern ausgedriickt. 
Zu diesen ermittelten Hauptzahlen wurden die dazwischen legenden Werte 
durch Interpolation gewonnen. Es seien nachfolgend einige Hauptzahlen 
mitgeteit.  Dieselben sind in der Weise zu verstehen, dafix mg Kreatin 
in SOO com Farblliissigkeit zur Farbengleichheit mit 8 mm der ©/2-Kalium- 
bichromatlsung eine y mm hohe Fliissigkeitssiiule verlangten, 

Beispiele: 2.mg —> 3645 mm; 5 mg —» 16.17 mm; 10 mg —> 
Stim: t4mg —> 516mm; 20mg —p 4.20 mm. 

Die Ablesungen, bei denen etwa 4,2 mm der Kreatinin- 
losung Simm Fliissigkeitssiiule der Standardl6sung entsprechen, 
differieren selten mehr als '/1o mm. Ist der Farbenton der 
Reaktionsfliissigkeit aber abgeblabter, so reagiert das Auge 
meist erst auf Farbunterschiede, die z. B. bel einer H6he von 
20 mm UntersuchungslOsung 0,5 mm Verschiebung verlangen. 
Diese Ungenauigkeit der Ablesungen wird aber dadurch an- 
nihernd ausgeglichen, dab die Hohe der Fliissigkeitsschichten der 
UntersuchungslOsungen in Millimetern rascher wiichst als der 
Kreatiningehalt der LOsung in Milligrammen resp. in Zehntel- 
milligrammen. 

Die Intensitiit der durch alkalische Pikrinsiiure in Krea- 
tininldsungen hervorgerufenen roten Farbennuancen wird ab- 
gesehen vom Kreatiningehalt noch durch verschiedene andere 
Faktoren beeintlubt. Auf die Wirkung der Temperatur,') auf 


') Van Hoogenhuyzeu. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 


S. 420. 


~ 
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den Einfluf der Zeit,’) die zwischen Anstellung der Reaktion 
und Ablesung verflieit, haben van Hoogenhuyze und Ver- 
ploegh sowie Folin bereits aufmerksam gemacht. Reine Krea- 
tininldsungen und Harne streben rasch nach Anstellung der 
Jafféschen Reaktion einem Maximum der rétlichen Farbe zu; 
dasselbe bleibt einige Zeit konstant, um dann zunehmend ab- 
zublassen. 

Es ertibrigt noch, das Verhalten natronalkalischer Pikrin- 
siurelésungen ohne Kreatininzusatz zu besprechen. Durch ge- 
eignet gewihlte Konzentrationen von Pikrinséiure und Natron- 
lauge lassen sich fast alle Schattierungen wisseriger Kalium- 
bichromatlésungen nachahmen; durch Erhéhung der Temperatur, 
durch liingeres Stehen vertieft sich zuniichst die Farbe von 
sattgelb zu rot, nach lingerem Stehen geht die Farbe wieder 
mehr in Gelb zuriick. 

Als Beispiel diene folgendes: 7,5 ccm 1,2° oige Pikrinsiurelésung 
und 2.5 ccm 10°/cige Natronlauge auf 75 cem verdiinnt, gaben nach 
1'/2 stiindigem Stehen in 8.9 mm hoher Schicht dieselbe Farbe wie 8,0 mm 
nN e-Kaliumbichromatlésung: bei der tiblichen Berechnung auf 500 cem 
wiirde ein Gehalt von 1,36 mg Kreatinin vorgetéuscht werden. 

Daraus folgt, dai die Verwendung von 15 ccm 1,2°/oiger 
Pikrinsiiureldsung und von 5 cem 10°/oiger Natronlauge eine 
Verdiinnung auf 500 ccm erfordern oder bei geringerem Volumen 
der zu bestimmenden Lésung auch entsprechend geringere Mengen 
Natriumpikrat genommen werden miissen. Bei diesem Vor- 
gehen werden Fehler vermieden, da bei Einwirkung einer der- 
artig verdiinnten natronalkalischen Pikrinsiéiure auf 10 mg Krea- 
tinin stets die Normalzahl 8,1 erhalten wurde. 

Die durch alkalische Pikrinséure in Kreatininlésungen her- 
vorgerufene rote Fiirbung soll durch Reduktion?) der Pikrinsaure 
zu Pikraminsiiure verursacht sein. Wir kénnen uns von der 
durch Reduktion bedingten Verfiirbung einer PikrinséurelOsung 
leicht tiberzeugen: wenige Tropfen Schwefelammon oder Ferro- 
sulfat, zu einer alkalischen Pikrinsiiurelésung gegeben, rufen sofort 
jenen schénen roten Farbenton hervor. 





‘) Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S, 223. 
*) Neubauer u. Vogel, Analyse des Harnes, 10. Aufl., 5. 393, 
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Auch andere Substanzen, die im tierischen Organismus 
auftreten, z. B. Aceton, kOnnen mit alkalischer Pikrinsiéure einen 
Kreatiningehalt vortiiuschen. Die durch Aceton bedingte rote 
Farbe steigt dabei rasch zu einem Maximum an und blabt ebenso 
rasch wieder ab (rasch im Vergleiche zum Verhalten reiner 
Kreatininldsungen). 

Neuerdings hat Jaffé noch auf das Glykocyamidin!) hin- 
gewiesen, das ebenfalls die von ihm entdeckte Kreatininreaktion 
gibt. Nach unseren Erfahrungen ist die durch Glykocyamidin in al- 
kalischer Pikrinsiiure hervorgerufene Fiarbung weniger intensiv:?) 
dieselbe steigt sehr langsam zu sattem Rot an und behalt diese 
Farbe lange bei. 

Auf Grund unserer methodischen Versuche kénnen_ wir 
die kolorimetrische Kreatininbestimmung fiir reine LOsungen als 
eine analytische Methode von grober Genauigkeit und bequemer 
Handhabung bezeichnen  Fiir ihre Anwendung auf Organextrakte 
bedarf dies aber zweier Einschriinkungen. Die Methode arbeitet 
zwar bei der Bestimmung kleiner Kreatininmengen in verdiinnten 
LoOsungen mit ausreichender Genauigkeit; handelt es sich aber 
um die Bestimmung staérkerer Konzentrationen, so mul die 
Losung, um die friiher angefiihrten Grenzen der Vergleichbar- 
keit mit der ™ 2-KaliumbichromatlOsung einzuhalten, weiter ver- 
diinnt werden. Dadurch entsteht eine Multiplikation des Ab- 
lesungsfehlers bei der Berechnung. Ein zweiter, schwerer 
wiegender Einwand gegen die Methode liegt darin, dafi auch 
noch andere unbekannte Substanzen an der Reduktion der 
Pikrinsiiure in alkalischer L6sung beteiligt sein kénnen. Doch 
verindern die bisher bekannten Kreatinin vortiiuschenden Sub- 
stanzen unter genauer Einhaltung der von Folin angegebenen 
Reaktionsbedingungen die Resultate nur wenig. Jedenfalls stellen 


1) Jatfe, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIIL, S. 439, 

2) 10 mg nur einmal umkrystallisiertes Glykocyamidin erzeugen in 
500 com Folinscher Reaktionslésung (15 cem 1,2 °/oige Pikrinsiurelésung 
und 5cem lO vige Natronlauge) nach Verlauf von 5 Min. eine Farben- 
nuance, die in ca. 22.65 mm hoher Fliissigkeitsséiule einer solchen von 
8 mim 8/e-Kaliumbichromatlisung entspricht. Nach der tiblichen Berech- 
nung wiirde diese Firbung ca. 3,6 mg Kreatinin vortéuschen. 
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die nach Folin in organischen Fliissigkeiten ermittelten Kreatinin- 
zahlen Maximalwerte dar. 

Zur quantitativen Bestimmung des Kreatins neben Kreatinin 
wandten wir, wie auch Folin, die Umwandlung in Kreatinin 
und die Berechnung des Kreatinwertes aus der Differenz der 
Gesamtbestimmung (Kreatin und Kreatinin) und des in einer 
zweiten Probe ermittelten Kreatinins an. So leicht es aber 
scheint, das Kreatin durch Entziehung eines Molekiiles Wasser 
in Kreatinin tiberzufiihren, so leicht auch der Nachweis gelingt, 
da sich schon beim Behandeln von Kreatin mit heifem Wasser 
oder mit Siiure Kreatinin bildet, so schwierig ist doch die quanti- 
tative Umsetzung in sein Anhydrid. Entweder die Uberfiihrung 
ist eine nur unvollstandige oder es erfolgt bei weitgehender 
Siiureeinwirkung eine teilweise Zerstérung des gebildeten Krea- 
tinins. (Vgl. Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVUI, S. 435.) In 
der Literatur!) fanden sich Mitteilungen, dafB die quantitative 
Umsetzung des Kreatins in das Anhydrid durch verschieden 
langes Kochen mit verdiinnter Salzsiiture oder Schwefelsiiure 
erreicht werde. Die quantitativen Bedingungen der Umsetznng 
waren aber nirgends geniigend festgestellt worden. Auch wir 
versuchten nach ilteren Angaben durch mehrmaliges Abdampfen 
mit konzentrierter Salzsaure oder durch lingeres Behandeln mit 
verdiinnter Schwefelsiiure Krealin quantitativ umzusetzen. Aber 
die erhaltenen schwankenden Hesultate verlangten genauere 
Festlegung der Umwandlungsbedingungen. 

Nachdem die diesbeziiglichen Versuche im wesentlichen 
bereits beendet waren, erschien die erwahnte Arbeit Jaffés,?) 
die sich gleichfalls mit dem Studium dieser Umsetzung be- 
fabte. Unsere Befunde decken sich im grofen ganzen mit den 
von Jaffé?) erhaltenen Resultaten; wir glauben aber unsere 
Werte trotzdem mitteilen zu dirfen, da sie weiteres Material 
beibringen und nach einer anderen Methode gewonnen sind als 
die Jaffés. In der folgenden Tabelle auf S. 11 sind diese 
Versuche zusammengestellt. Dieselben variieren die Anwendung 

') Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 230 ff. Van Hoogenhuyze 


u. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 422, 433. 
2) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 434. 
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verschiedener Anhydrierungsmittel,verschiedener Konzentrationen 
derselben und verschiedener Zeiten. Zu unseren Versuchen be- 
nutzten wir teils Kahlbaumsches Kreatin, teils stellten wir 
uns Kreatin aus Liebigs Fleischextrakt!) selbst dar, wobei wir 
uns bald der alten Liebigschen, bald der neueren Kutscher- jum- 
schen?) Methode bedienten. Die Priparate wurden durch wieder- as 
holtes Umkrystallisieren ganz frei von Kreatinin gewonnen und * 
mehrere Stunden bei 105° getrocknet. 

Die Methodik unserer Versuchsanordnung bedarf noch einiger Er- 
liuterung: Reine Kreatinldsungen von bekanntem Gehalt wurden in einen 
Erlenmeyerkolben nach Zufiigen verdiinnter Séiuren auf 100 ccm ge- hes 
bracht, so daf\ der in der Tabelle angegebene Prozentgehalt an Séure 





erreicht wurde. Die sauren Lésungen wurden, nachdem sie — wie aus 
der Tabelle ersichtlich — verschieden lange Zeit verschieden hoch er- LA 
hitzt worden waren, nach dem Erkalten unter Verwendung einiger Tropfen B 
Methylorange als Indikator mit Natronlauge neutralisiert und hierauf mit c: 
ein paar Tropfen Salzsiiure wieder angesiuert und auf dem Wasserbade _ 
eingedampft. Das Abdampfen wurde in fast neutraler Lésung vorge- 
nommen, um die Einwirkung der Siiure auf ganz bestimmte Zeiten zu 
beschriinken. Die Jaffésehe Reaktion wurde sodann in der erkalteten F 
Losung und in starker Konzentration angestellt. Nach dem Eindampfen (; 
auf ein geringes Volumen kann die Zugabe von Pikrinsiiure und Alkali i 
stets im richtigen Mengenverhaltnisse fiir die spitere Verdiinnung auf 
ein bestimmtes Volumen bemessen werden. | 
Die in der Tabelle zusammengestellten Werte ergeben 
sonach, daBb die Umsetzung der angewandten Kreatinmenge durch 
4.32 °/oige Schwefelsiiure bei 100° innerhalb 21/2 Stunden 
(Vers. 1, K) und durch 4,56°/oige Salzsiiure auf dem kochenden 
Wasserbade in 2 Stunden (Vers. 2, H, J.) fast quantitativ erfolgen 
kann. Doch wurden keineswegs immer so gtnstige Resultate 
erzielt. Bei groferer Verdiinnung der Siiure und lingerer Aus- 
dehnung der Erhitzungsdauer waren die Resultate schlechtere. 
Auch Anwendung einer niedrigeren Erhitzungstemperatur (60 — 65°) 
und lingerer Dauer ergab geringere Kreatininwerte. Die Ver- 


= 





') Zu besonderem Danke sind wir Liebigs Fleischextraktkompagnie 
verptlichtet, die unsere Untersuchungen durch kostenlose Uberlassung 





eines groferen Quantums Fleischextrakt unterstiitzte. 
7) Kutscher, Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufmittel, 


Bd. X, S. 531. 














Versuche zur Umsetzung von Kreatin in Kreatinin. 
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Angewandtes Gefundenes 
nai Siure ; Dauer}| _ = 
, Kreatin Kreatinin 
Ci 
: a Art des des “— 
es 
Kon- ausze-| — geldst 
For Be- | driickt S Er- 
“al zen- my} in in Erhitzens in in 
sul zeicn- Kreati- ‘tzens 
tration nin Wasser perenne 
es| nung . 
| %o mg mg cem Std. | mg %0 
LA] H,SO, | 24 | 5,0 4314| 100 3 3.86 | 89,48 
| . Im kochenden E 
B | 2,4 10,0 8,628 100 ») 8,11 | 94,00 
Wasser : 
C > #32 {10,0 8,628 100 5 8.09 | 93,74 
100° | 
D | 4.32 [10,0 8,628 100 j 5 8.30 | 96,20 
E 216—3,25]10,0 8,628 200—150 {16 8.39 | 97,24 
F 2,16—3.25]110.0 8.628 200—150 Auf 24 7.63 88.33 
( » 2,16—3,25}10.0 8,628 200—150% Wasserbad 43 6,90 | 79,88 
H » | 216 10,0 8628 100 60—65 ° 17 8,42 | 97,59 
| > 216 {10.0 8.628 100 2 7,50 | 86,93 
: | 
K > 4.32 |10,0 8,628 100 | Im kochenden f 2%, | 8.57 | 99,79 
2A, HCI 0,74 [10,0 8628 100 { Wasser 100° | 3 | 6,30 73,02 
B 2.28 |10,0 8.628 100 | obs | 3 7.90 | 91,55 
c 2,28 $12.5 10,782 100 3 9,951; 92,29 
D 2.28 112.5 10,782. 100 nos 5 10,025 92,98 
: » : a) u ’ 
k | 4.56 12,5 10,782 100 3 9,924 92,04 
i Wasserbad . Stee 
f | 4.56 115.5 10,782 100 3 10,000 92,75 
| Biro aa 98—100° | 
(i > 4.56 12.5 10,782 100 4 8.970 83,19 
H 4,56 112.5 10,782 100 2 10,780 99,98 
| > 4,56 [12,5 10,782 100 ~ 2 10,772) 99,96 
kK] > 22,50 10,0, 8,628) 20 JAul Wasserbad zur) — | 8,325) 96,49 
Kisessig 10,0 [10,0 8628 100 ail gael 4,70 | 54,47 
“Angearia | 10,0 10,0; 8,628; 100 | '™ Neh Oost | 3 7,4) | 85,77 
HO | 9 = [10.0 8628 100 | Av Wasserbad | ag | 4.90 lei 
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suche, die Jaffé!) und Folin?) mit gréBeren Kreatinmengen 
ausfiihrten, stimmen im allgemeinen mit unseren an kleinen 
Kreatinmengen gewonnenen Erfahrungen Uberein. Die Ver- 
schlechterung der Ausbeute bei langerer Einwirkung der Sauren 
scheint hauptsachlich in der Zersetzlichkeit des bereits gebildeten 
Kreatinins begriindet zu sein. Dies beweisen die Versuche 
{ KE bis G der Tabelle und tiberdies der folgende Versuch, der 
das Verhalten von Kreatininlésungen bei Einwirkung von 
Schwefelsiure verfolgt. 
Verhalten von Kreatininlédsungen bei Einwirkung 
von Schwefelsaure. 


(Versuch 6). 

















Angewandte . Gefundenes 
Siure Menge Erhitzen . _ 

Kreatinin Kreatinin 
Probe 9 ae tae 
Bezeich- Konzen-]. inte . ; 

; in mg Wasser Art Dauer_ fin mg ino 
nung ~ tration celist 

A | H,SO, = 4.41 10 | 100 Auf 22 Stunden] 9,020 90,20 

B | H,so, 4,41 | 10 100 WWasserbady, , Ig o19 89,19 

bei 
C | H,SO, | 4,44 10 = 100 J 60-709 ag 7,980. 79,80 











Auf Grund dieser Vorarbeiten wurde zur Bestimmung des 
Kreatins und Kreatinins in den Autolyseversuchen das folgende 
Verfahren ausgebildet, fiir dessen Zuverlassigkeit zahlreiche 
Parallelproben in den folgenden Versuchsreihen Belege geben. 

Die eiweifhaltigen Lésungen wurden in 150 ccm bezw. 300 ccm 
5°joige siedende Chlornatriumlésung eingegossen, bis zum Auftreten eben 
saurer Reaktion mil verdiinnter Essigsiiure versetzt und rasch aufgekocht. 
Das auskoagulierte Eiweif? wurde abfiltriert und mit siedendem Wasser 
gut nachgewaschen; das Filtrat davon wurde in einem Mafkolben auf 
bestimmtes Volumen gebracht und in zwei Teile geteilt. Die eine Filtrat- 
halfte fand zur Untersuchung auf vorhandenes Kreatinin Verwendung. 
Dieselbe wurde auf dem Wasserbade unter Zusatz von Baryumcarbonat 

zur Neutralisation der zugesetzten verdiinnten Essigséure — rasch zur 


') Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 435. 
*) Folin, The Chemistry and Biochemistry of Kreatin and Kreatinin, 
Festschr. f. Olof Hammarsten, Upsala und Wiesbaden 1906. 
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Trockne gebracht. Die Anstellung der Jafféschen Reaktion erfolgte nach 
dem friiher geschilderten Verfahren. In der zweiten Hiilfte des Eiweif- 
filtrates wurde die Kreatin-plus-Kreatininbestimmung (Gesamtbestimmung) 
ausgefiihrt. Diese zweite Filtrathalfte wurde ohne Zusatz von Baryum- 
carbonal eingeengt und auf 100 ccm mit dem Gehalte von 2,2°/o Salzsiure 
gebracht. Die salzsaure Lésung wurde nun zur Umsetzung des vor- 
handenen Kreatins drei Stunden auf einem lebhaft siedenden Wasserbade 
erwirmt; nach dieser Zeit wurde der Erlenmeyerinhalt in einer Schale, 
ohne die Lésung vorher zu neutralisieren, zur Trockne gedunstet. 
Der so erhaltene Trockenriickstand wurde in wenig Wasser geldést, bei 
Zimmertemperatur mit der erforderlichen Menge natronalkalischer Pikrin- 
siiure versetzt, nach 5 Minuten dauernder Einwirkung derselben in einen 
Mafikolben gespilt und auf das erforderliche Volumen verdiinnt; von den 
ausgeschiedenen kohligen Zersetzungsprodukten wurde abfiltriert und die 
klare Lésung auf den Gesamtgehalt untersucht. 

Dieses Verfahren weicht in einigen Punkten von dem friiher ge- 
schilderten Vorgehen zur Kreatininbestimmung ab. Es hat sich namlich 
gezeigt, daf, bei Anwesenheit verschiedener organischer Kérper das Neu- 
tralisieren der zur Umwandlung von Kreatin in Kreatinin zugesetzten Siure 
unndtig wird, weil die bei dem Eindunsten der Losung sich konzentrierende 
Salzsiiure in Gegenwart organischer Substanzen ihre Kraft verbraucht; 
infolgedessen ist eine lingere Dauer der Siureeinwirkung beim Eindampfen 
nicht mehr so schiidlich wie bei reinen Lésungen, und man kann somit 
die bei der Neutralisation entstehenden grofen Salzmengen vermeiden. 
Bei nachtraglichem Eindampfen der sauren Lisung geniigte auch die drei- 
stiindige Erhitzung mit 2,2°oiger Salzsiiure zur Umsetzung des Kreatins. 
Bei 4,56 °/oiger salzsaurer Losung, die wir als Optimum fiir die Umsetzung 
reinen Kreatins in 2stiindiger Erhitzung erkannt hatten, machte sich der 
destruierende Einfluf{ der sich konzentrierenden Siiure beim Eindampfen 
auch auf das gebildete Kreatinin geltend und lieferte niedrigere Werte 
als bei Verwendung von nur 2,2" viger Salzsiiure. Unsere Erfahrungen 
beim sauren Eindampfen der Organextrakte stimmen mit den Beobach- 
tungen Jaffés,*) tiber die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin im Harne 
liberein. «Es war anzunehmen, dafs die komplexe Zusammensetzung des 
Harns, welche der siedenden Siure zahlreiche Angriffspunkte liefert, das 
Kreatin vor der zerstérenden Einwirkung derselben schiitzt. Dies scheint 
in der Tat bis zu einem gewissen Grade wenigstens der Fall zu sein.» 

In besonderen Versuchen wurde auch festgestellt, dab 
geringe Mengen der bei der Koagulation zuriickbleibenden Albu- 
mosen und Peptone die Empfindlichkeit der Jafféschen Reaktion 
nicht stérten; ebensowenig war die Anwesenheit geringer Mengen 
auskoagulierten Eiweifies von nachteiligem Einflu{, sofern vor 


‘) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. LXVIII, S. 436. 
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Anstellung der kolorimetrischen Analyse von den ausgeschie- 
denen Flocken abfiltriert wurde. 


Autolyse-Versuche. 

Mittels der geschilderten Methode, welche Kreatin und 
Kreatwmin und die Summe beider Kéorper nebeneinander mit hin- 
reichender Genauigkeit zu bestimmen gestattet, haben wir einige 
Fragen des Kreatinstoffwechsels naiher verfolgt. Wir legten uns 
zuniichst die Frage vor, ob Organprebsiifte oder Organextrakte 
imstande sind, Kreatin in sein Anhydrid umzuwandeln. 

Setzt man zu Blutserum, das durch Toluol vor Féaulnis 
geschiitzt ist, Kreatin hinzu und labt das Gemisch einige Tage 
bei 37° stehen, so beobachtet man eine fortschreitende Zunahme 
des Kreatinins auf Kosten des zugesetzten Kreatins. Auch Blut- 
serum ohne Kreatinzusatz zeigt eine geringe Vermehrung seines 
Kreatiningehaltes. Dieselbe fiillt natiirlich ungemein viel kleiner aus, 
als bei Kreatinzusatz. Bei der Schiirfe der kolorimetrischen Bestim- 
mungsmethode fiir diese kleinen Mengen lift sich aber auch diese 
geringe Zunahme feststellen. Folgende Beispiele erliiutern dies. 

Aus dem angefitihrten Versuch & (5. 15), in welchem wir 
dem Serum Kreatin zusetzten, ergibt sich, daBh bis 40,8%o des 
vorhandenen umwandlungsfiihigen Kreatins in sein Anhydrid um- 
gewandelt sind. Aus der geringen Kreatinmenge des normalen 
Blutserums (Versuch 9) sind 11,1°/o in Kreatinin tbergegangen. 

In gleicher Weise ist auch bei der Autolyse der Organe 
eine deutliche Zunahme des Kreatinins nach Kreatin- 
zusatz nachweisbar. Unsere Versuche dariiber erstrecken sich 
auf Leber, '!) Niere, Muskel, Darmsehleimhaut von Hunden, Katzen 

', Die Kreatininbestimmung in autolysierten Leberextrakten mil 
Hilfe der Jafféschen Reaktion begegnet einigen Schwierigkeiten, weil 
die liingere Zeit autolysierten Extraktlésungen mitunter auch ohne Zusatz 
alkalischer Pikrinséure rote Farbennuancen geben. Dieser Mifstand wurde 
in der Weise gehoben, dafs Extraktproben ohne Kreatin- oder Kreatinin- 
zusatz entsprechend lange Zeit bei 37° gehalten und die durch die rote 
Farbe dann vorgetiiuschten Kreatininmengen festgestellt wurden. Durch 
Abzug dieser Werte von der Bestimmung der mit Kreatininzusatz autoly- 
sierten Leberextrakte wurden in den betreffenden Fiillen die tatsiichlichen 


Kreatininzahlen der Proben ermittelt. 
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Verhalten von Hundeblutserum bei der Autolyse. 





























Versuch Nr. 8 mit Kreatinzusatz 
9 ohne » 
; Vorher | Zugefiigtes ‘ Kreatinin- 
Num-]| Hunde- ob Heer Gefun-| ~~ 
vor Kreatin — Zunahme 
mer blut- handenes auer | denes 
‘reatl j . ; 0) 
des serum Ki oa tin in mg des Krea- in %o 
in Krea- ] . Krea- les 
fe bd rr ti b F . in - “ an tinin in aes 
Ver- Jmit Toluo se — tinin | Versuches ic 
gearuck ME apnege- . mg sail 
suches}| versetzt | © ,' © | ausge in mg tins 
mg driickt INS 
an nichts sofort _ 
Sa 0.360 . a 0.435 _ _ 
Je 75 ccm zugefiiyt Juntersucht 
c +-50ecm 0.360 125 107.851140 — » 17,050 ]16,615 15.35 
H,O ’ ~ - - ry ~ f ~~ , 
d 0.360 125 107,85] 22 Tage [50,000 [49.565 | 40,80 
GQ, )Je75cem} 4.924 nichts sofort os00| — _ 
Serum II zugefiigt Juntersucht 
+- 50 cem 
‘ nichts . ‘ ‘ 
I) | HO 1,921 eg 90 Stunden} 1,013 7 0.213) 11,09 
| be zugeliigt 














Die Umwandlung 





und Rindern und eine Reihe anderer Organe. 
erfolgt sowohl durch Prebsiifte als durch Organextrakte; letztere 
erwiesen sich sogar als wirksamer. 

Zur Bereitung der Organextrakte wurden die Organe der 
Laboratoriumstiere sofort nach der Verblutung, bei Schlachthausmaterial 
moglichst bald in Arbeit genommen. Die Organe wurden fein zerhackt, 
mit Quarzsand innig verrieben und mil physiologischer Kochsalzlésung 
eine halbe Stunde durchgeriilhrt. Durch Zentrifugieren wurden dann Sand 
und Gewebsteile von der Loésung getrennt, die, ohne weiter filtriert zu 
werden, zu den angefiihrien Versuchen verwendet wurde. Verzégerte sich 
die Bereitung oder Verwendung der Extrakte aus déuferen Griinden, so 
wurden dieselben mit Toluolzusatz bei Kistemperatur aufbewahrt. 

Als Beispiel bringen wir folgenden Versuch mit Extrakt 
aus Katzenleber. (S. 16.) 

Es haben sich im Versuch 10 in 144 Stunden 17°,0 Krea- 
linin aus zugefiigtem Kreatin gebildet. Aus einer Reihe von 
Versuchen, die zum Teil in den folgenden Tabellen niedergelegt 
sind, ergibt sich, dal die Kreatininbildung bei der Autolyse 
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schon nach wenigen Stunden beginnt. Zum Beispiel zeigte ein 
Extrakt aus Hundeniere (15 g Niere entsprechend) bei Zusatz 
von 25 mg Kreatin nach 14 Stunden eine Zunahme, die 12,5°/o 
des zugesetzten Kreatinins entsprach, und ein Extrakt aus Hunde- 
leber (50 g Leber entsprechend) ergab nach 48 Stunden eine 
Kreatininvermehrung, die 24,5°/o des Kreatins gleichkam. Bei 
liingerdauernder Autolyse konnten wir Kreatininzunahmen. bis 
zu 40°/o des zugesetzten und vorhandenen Kreatins feststellen. 


Verhalten eines Extraktes aus Katzenleber 
mit Kreatinzusatz bei 37°. 




















: Zucefiigtes : creatinin- 
Num- ss ae : Gefun- a . 
Menge Kreatin Bis Zunahme 
mer ) auel denes 
aes ver- , . 

In mv > 7) 
des eng des Krea- in "Jo 
. wendeten in bie iti in des 
Ver- : tinin Versuches tinin 

Extraktes me ausge- . mg | Krea- 
suche: - as in mg ; 
es driickt © tins 
nichts sofort , 
la 5 A inte Spuren _— _ 
Je 20 com zugetigt untersucht 
ent- ~ fe , , ' , > . 
hy DO 43.14 | 49 Stunden} 4.822 | 4,822) 11.18 
sprechend 
| 
) - ‘ - _ j ~ > 
c cU g dO) 43 14 [L4t s 7 AES 7,448 | 17,26 








Die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin durch die Auto- 
lyse ist eine fermentative. Dafiir spricht vor allem, dah 
kurzes Erhitzen der Extrakte auf h6here Temperatur diese Wir- 
kung sehr stark abschwiicht. DaB die Kreatininbildung nach 
dem Kochen der Extrakte nicht vollstiindig aufhért, sondern 
dali bei lingerem Stehen auch in gekochten ExtraktlOsungen 
noch eine geringe Kreatininzunahme statttindet, erkliart sich aus 
der anhydrierenden Wirkung, welche auch Wasser allein bei 
37° auf Kreatin ausiibt. Die Gegenwart von Séuren beschleu- 
nigt bekanntlich diese Veriénderung, Doch ist es uns_ nicht 
wahrscheinlich, dab eine Siurewirkung bei unseren Autolyse- 
versuchen eine Rolle spielte, denn die Organextrakte reagierten 
nach der Autolyse meist neutral; es mag dies damit zusammen- 
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hiingen, daf bei der Autolyse entstehende Siéuren durch das 
gleichzeitig gebildete Kreatinin neutralisiert werden und so die 
Aufhebung der Alkalescenz durch die autolytische Saiurebildung 
bei Kreatinzusatz hinausgeschoben wird. 

In welchem Mabe das Wasser bei 37° Kreatin in Krea- 
tinin umzuwandeln vermag, zeigt folgende Tabelle. 


Verhalten reiner mit Toluol versetzter Kreatin- 


losungen bei 37°. 


Versuch Nr. 11. 

















Angewandte Menge Gefundene Menge Kreatinin 
ia Dauer Kreatinin Gesamtbestim- 
Probe I TE | «com der Auf Iq. Aufbewahrung] mung Kreatin 
in Krea- bewahrung] bei 37" gebildet} -+ Kreatinin 
me tinin Wasser nei oro area é 
ausge~  selist inme we /° des in mg in %/o 
driickt ° = ‘Kreatins . 
a 12.5 10,785 Ld 24 Stund. 0) 0 LO.611 , 98,39 
b 12,5 10,785 i) 4 Tage |Spuren 0 10,770 | 99,86 
e [12,5 10,785 1d 6 >» 0.3785 3,51 10,722 | 99,42 
dl 12.5 10,785 Ld 2 0.5794 5,37 10.668 98,92 
e 112.5 10,785 Ld 24 1.0226 9.48 | LO480 > 97,17 
f $12.5 10,785 15 48 1.6008 14,84 | 10,535 97,68 
g |12.5 10,785 15 121 > 2.5156, 25,33 | 10409 96,51 














Vergleicht man damit die Wirkung erhitzten Blutserums 
oder erhitzter Organextrakte, so ist ersichtlich, dafi die nach 
dem Erhitzen noch nachweisbare Umwandlung ihre Erklirung 
jedenfalls zum Teil in der Wirkung des Wassers finden kann; 
sicher aber bleibt diese Umwandlung gegen die Wirkung nicht 
erhitzter L6sungen weit zuriick. Auch Erhitzen auf 60° schadigt 
schon. 


iw 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LII. 
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Wirkung erhitzten Blutserums. 


R. Gottlieb und R. Stangassinger, 














Zuvefiigtes 
































7 Vorher , Kreatinin- 
Num-| Hunde- nee 3 Dauner |uefun- 
blut vor- Kreatin auer ‘send zunahme 
mer wut- handenes . genes aceapten 
| serum | Kreatin in me des Krea- in %o 
aes ' ‘ r é : . 
in mg , ine , 
. mit Batre FT Krea Ver- tinin} jn des 
Ver- Toluol ae tinin in | Krea- 
aus- Ss ausge-]| suches mg ‘i 
suches} versetzt gedriickt driickt Ing tins 
le 5O cem nichts sofort 
. ’ LD Sage 
12 @ fSerum I} 1,852 az 0,368) — a 
rps zugefiigt Juntersucht 
roOcemM 
HO rasch 
b auf- [ X82 145.4 12545788 Stund.| 3.750] 3.382 2.66 
sekocht 
| | 
Wirkung erhitzter Organextrakte. 
Aufge- Vorher | Zugefiigtes ; Kreatinin- 
Num-| kochte vor- r Dauer Gefun- 
bu Kreatin acai zunahme 
mer KE x- handenes denes 
Kreatin in me des Krea- in °» 
des trakte a TE nas 
In mg ; Krea- tinin] ; 
samt demi x In hart Ver- In des 
Pn epee Kreatinin tinin n : 
acl Koagulum aus- Mg auseve-| suches mg | Krea- 
tenia: von gedriickt driickt ms tins 
Hunde- 
nieren : 
i ea a nichts sofort ; 
IZ a Pe 98 cemy 2.007 . L461, — — 
Extrakt zugefiigt Juntersucht 
ent- 
sprechend aod — — : ii vane . 
Db 150 6 Niere! 2.007 1156.0 134,607 88 Stund.| 4,038 722.577 1,84 
Y(WeCem 
HO 
Hunde- 
ey nichts sofort : 
l4 a CaCl 1.621 - 0.659, — a 
Je 50 cem zugefiigt funtersucht 
bal be 
Extrakt 
de Leber ale an : , - 
b POO CCM 1.621 145.7 125.71 ] 88 Stund, 2, 596 | 1.937 1.21 
Hoo 
Hunde- 
: Ty ™ : ces solort - 
loa [leben nicht 1125 107.85 2957] — 
Je 50 cem untersucht 
Extrakt unter- 
D0 g¢ Leber — sae ae ; 
bt v00cem! sucht 25  L07.85]50 Stund.| 4,176] 1.219 9 1,18 
HO 
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Weiterhin labt sich auch beweisen, dai das Ferment 
an gewisse Niederschlige gebunden wird. Durch Fallen 






der Eiweiikorper in den Extraktl6sungen mit zwei Volumen 
4 Alkohol und einem Volumen Ather, Behandeln der abgesaugten 
a Niederschlige mit Ather und Trocknen derselben im Vacuum 
iiber Schwefelsiure konnten Pulver erhalten werden, die ebenso 
wie die Organextrakte selbst auf Kreatin einwirkten. Durch 
fraktionierte Ammonsulfatfaillung, sowie auch durch Uranyl- 




































acetatfallung nach Rosell lieBen sich mit dem bisherigen Ma- 

terial nur wenig wirksame Fermentl6sungen gewinnen. Wir 
i werden auf diese Versuche noch zuriickkommen, nachdem wir 
4 die dem quantitativen Nachweis der Wirksamkeit dieser Ferment- 
q losungen entgegenstehenden Schwierigkeiten — fermentative Zer- 
storung des gebildeten Kreatinins — besprochen haben. 

Seiner Wirkung nach ist das Ferment als ein anhydrie- 

rendes zu bezeichnen. Die Reaktion verliaiuft nach folgender 
3 Gleichung : 
a NH, NH CO 


P , 
GC a — 1O-——ie G = NE 
N(CH,) — CH, - COOH N(CH,) — CH, 
Kreatin. Kreatinin. 


Das Ferment scheint seine Wirksamkeit in schwach alka- 
lischer, neutraler und schwach saurer Loésung zu entfalten: 
doch sind unsere Versuche tiber diesen Punkt noch nicht ab- 
geschlossen. 

Schon frither hatte Gérard') eine Fermentwirkung bei der Um- 
wandlung von Kreatin in Kreatinin der Niere zugeschrieben. Seine 
Experimente, auf die wir erst aufmerksam wurden, als unsere Versuche 
bereits abgeschlossen waren, sind jedoch nur qualitativer Art und sein 
Vorgehen zum Nachweis des Kreatinins (Phosphorwolframsaéurefallung, 
Zerlegung usw.) schlieft eine nachtrigliche Umwandlung des Kreatins bet 
der Verarbeitung nicht aus. Ganz neuerdings hat auch Folin®) die fer- 
. mentative Umwandlung als eine Vermutung geiéiufert. 

4 Es entsteht die Frage, inwieweit der Nachweis des anhy- 
‘ drierenden Kreatinin bildenden Fermentes bei der Autolyse 
') Gérard, Compt. rend. 132, S, 153—155. 


*) Folin, The Chemistry and Biochemistry of Kreatin and Krea- 
linin. Festschrift f. Olof Hammarsten. Upsala und Wiesbaden 1906. 






“)* 








20 R. Gottlieb und R. Stangassinger, 


imstande ist, die Bedingungen fiir den Ubergang des Kreatins 
in sein Anhydrid intra vitam aufzukliren. In dieser Beziehung 
muB hervorgehoben werden, dali die iltere Auffassung, nach 
welcher der Ubergang des einen Korpers in den anderen nur 
eine Funktion der Aciditiit oder Alkalescenz des Mediums sein 
sollte, immerhin dem Verstindnis der Tatsache Schwierigkeiten 
bietet, dafi die Umwandlung des Kreatins in sein Anhydrid beim 
Fleischfresser so vollkommen erfolgt. Voit*) sagt in seiner 
grundiegenden Arbeit iiber den Kreatinstoffwechsel: «Man sieht 
nicht ein, auf welche Weise das Kreatin im alkalischen Blute 
sich in Kreatinin umwandeln sollte, da umgekehrt letzteres in 
alkalischer Lésung in Kreatin tibergeht.» Deshalb verlegte 
Voit den Ubergang des Kreatins in Kreatinin ausschlieBlich in 
das Nierengewebe. Aus den Versuchen tiber die EKinwirkung 
der Siiure im Reagenzglas (Jaffé, Folin) wissen wir heute, 
dali eine so sechwache saure Reaktion, wie wir sie an ein- 
zelnen Stellen des sekretorisechen Apparates der Niere annehmen 
diirfen (Dreser,?)) zu einer so vollkommenen Umwandlung nicht 
ausreicht. Dagegen wiirde die Annahme eines den Umwand- 
lungsvorgang begtinstigenden Fermentes die vorwiegende Krea- 
tininausscheidung besser versténdlich machen. 

Vielleicht wird ein niiheres Studium der die Ferment- 
wirkung beherrschenden Bedingungen auch die Abhiingigkeit 
der Kreatininausscheidung im Harne von der Reaktion desselben 
aufkliiren. Wenigstens konnten wir in vorliufigen Versuchen 
bereits nachweisen, dab das kreatininbildende Ferment in ganz 
schwach saurer L6sung am besten wirkt, aber schon durch ge- 
ringe Alkalescenz (0,38 cem ®/10-NaOH auf 20 ccm) in seiner 
Wirksamkeit deutlich geschadigt wird. 

Bei der Autolyse lift sich das kreatininbildende Ferment 
aber nicht bloB in der Niere, sondern auch im Blutserum und 
in allen untersuechten Organen nachweisen. Es _ stiinde damit 
in Ubereinstimmung, daB nach unseren Untersuchungen sich 
im Blut immer Kreatinin findet. 

Ist nun das bei der Autolyse nachweisbare anhydrierende 

') Voit, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. IV, S. 93. 

*) Dreser, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XXI, 5. 41, 1885. 























Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 21 





Ferment auch intra vitam wirksam?  Dafiir spricht, daB wir 
den Ubergang des Fermentes in den Harn nachweisen 
konnten. Es kommt niimlich auch dem Harne die Fiihigkeit zu, 
bei liingerem Stehen bei 37° zugesetztes oder priiformiertes 
Kreatin in Kreatinin tiberzufiihren. 

Wir benutzten frisch gelassenen Menschenharn, der mit 
Toluol gesittigt und mit einer Toluolschicht bedeckt bei 37° 
mit oder ohne Kreatinzusatz aufbewahrt wurde. Nach ver- 
schiedener Zeit wurden mit der Pipette Proben von 10 bezw. 
20 com entnommen und mit der Folinschen Methode der Krea- 
tin- und Kreatiningehalt ermittelt. 

Als Beispiel fiihren wir folgenden Versuch an: 
Verhalten des Harnes mit Kreatininzusatz bei 37°. 

Versuch Nr. 16. 








Angewandte Kre ati nzusatz — a 
Menge Harn j K _ 
Probe {(Aciditét 36.5) ') a des reatinin 
; Kreatinin is 
in in mg phonon in 
aes Versuches 
ecm driickt mg 
a 10 nichts zugefiigt Jsofort untersucht 14,516 
a’ 10 , > ’ 14,542 
b 10 12.500 10,785 8 Stunden 15,024 
c LO 12,500 10,785 48 ? 16,920 
d 10 12.500 10,785 | 144 » 17,495 














In diesem Versuche hat sich innerhalb von fiinf Tagen 
— in dieser Zeit war meistens das Maximum erreicht — zwar 
nur die Menge von 3 mg Kreatinin gebildet; bei der Feinheit 
der Folinschen Methode fiir den Nachweis so geringer Mengen 
geht diese Zunahme aber weit tiber die Fehlergrenze hinaus. 
Bedenkt man, daf dieses Plus von 3 mg sich in 10 cem Harn 
gefunden hat, so erscheint das Umwandlungsvermoégen des 
Harnes recht bedeutend. GréBere Harnmengen zu untersuchen, 
hatte bei der von uns angewandten Methode keinen Sinn ge- 

: )) Wir driicken hier die Aciditét durch die Anzahl! Kubikzentimeter 
N/to-NaOH aus, die 100 cem Harn zu ihrer Neutralisation bei Verwendung 
von Phenolphtalein Indikator verbrauchten. 








R. 


Gottlieb und R. Stangassinger, 


habt, da dieselbe bei ganz kleinen Werten genau arbeitet, aber 
bei der Multiplikation zur Berechnung auf grifere Mengen 


immer Fehler in sich birgt. 


Ks gelang auch das anhydrierende Ferment aus Harn 


mit Ammonsulfat niederzuschlagen. 


In 


gekochtem 
nicht in hOherem Mae, als der Wirkung des Wassers und der 


Harne 


Aciditaét des Harnes entspricht. 


Verhalten gekochten Harnes mit Kreatinzusatz bei 37°. 


bildet 


sich 


Versuch Nr. 19. 


hingegen Kreatinin 





Probe 





Angewandte 
Menge Harn 
Aciditiit: 2-4) 


in cem 


Kreatinzusatz 
in mg 
Kreatinin 
ausge- 


driickt 


in me 


Dauer 
des 


Versuches 


Gefundenes 
Kreatinin 


in mg 








b 


10) 
10 
10) 








nichts zugesetzt 
12.5 10.782 


12,5 10,782 





sofort untersucht 
96 Stunden 


192 


14.674 
15.140 
15,639 





Auch die Aufbewahrung des ungekochten Harns bei Eis- 
temperatur hilt in Ubereinstimmung mit der Annahme einer 


Fermentwirkung die Kreatininvermehrung auf, 


Verhalten 


von Harn 


mit 
bei 0°. 
Versuch Nr. 


Kreatinzusatz bei 37 


20, 


und 











Kreatinzusatz i 
Angewandte sealed Dauer Gefundenes 
in mg r foe 
Probe | Menge Harn , “ne? des Kreatinin 
Kreatinin 
: in mg eset ; 
in cem ausge- Versuches in mg 
driickt 
a 20) 146.6 126.5 sofort untersucht 10,908 
b 20) 1466 126.5 2 Std. bei 37° 11,947 
c 20 146.6 126.5 | 2 >» 0° 10.843 














Trotz des etwas komplizierten Verhaltens, welches Krea- 
tin bei Zusatz zu Harn zeigt und auf das wir spater noch ein- 
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gugehen haben, labt sich somit in der ersten Zeit der Auf- 


) 


bewahrung bei 37° eine fermentative Umwandlung von Kreatin 


in Kreatinin nachweisen: quantitativ verhiélt sich dieselbe bei 
verschiedenen Harnen aber recht ungleich, da die Kreatinin- 
vermehrung in dem einen Harne schon nach wenigen Stunden, 
in dem anderen aber erst nach Tagen ihr Maximum erreicht. 

Die Kreatininbildung aus zugesetztem oder priiformiertem 
Kreatin lébt sich somit in unseren Versuchen auf Ferment- 
wirkungen zuriickftihren. Das Ausmaf dieser Fermentwirkung 
libt sich aber schwer erkennen, weil bei der Autolyse der 
Qrgane auch Kreatin aus unbekannten Quellen gebildet, 
resp. aus h6heren Atomkomplexen abgespalten wird,!) und weil 
ferner in Prebsiiften und Organextrakten das entstandene 
Kreatinin durch die Autolvse in erheblichem Mabe 
weiter zersetzt wird. Der ermittelte Kreatininwert ist somit 
kein wirkliches Mafii der Kreatininbildung, sondern driickt immer 
nur aus, um wieviel die Bildung tiber die gleichzeitige Zer- 
stOrung des Kreatinins tiberwiegt. 

Darnach gehen bei der Autolyse der Organe folgende 
Prozesse nebeneinander vor sich. 1. Kreatin oder Kreatinin- 
bildung, 2. Kreatin- resp. Kreatininzerst6rung, 38. fermentative 
Umwandlung von Kreatin in Kreatinin. Aus dem Ineinander- 
sreifen dieser drei Prozesse entsteht eine komplizierte Kurve 
des Kreatin- und Kreatiningehaltes der autolysierten Organe, 
PreBsafte oder Extrakte. 

Wir geben fiir den Verlauf dieser Kurve in folgenden 
Tabellen Beispiele, die sich auf das Verhalten von Muskelpreb- 
saft vom Stier mit und ohne Kreatinzusatz beziehen. 

Die Prefsaifte wurden in der tiblichen Weise mit Hilfe der Buchner- 
presse hergestellt. Die von der Buchnerpresse abtropfende Flissigkeit 
wurde in Eiskochsalzmischung gehalten und die zu den Versuchen  ab- 
Jemessenen Proben wiihrend der Autolyse durch reichlichen Toluolzusatz 


vor Féiulnis geschiitzt, Auch in den sofort verarbeiteten Proben von 





‘) Anmerkung bei der Korrektur: Die Arbeit von J. See- 
nnann, Zeitschrift f. Biologie. Bd. XLIX, S. 333, die sich mit dieser Er- 
scheinung bei Autolyseversuchen mit Muskel beschiiftigt, erschien erst 
nach Ablieferung des Manuskripts und konnte daher nicht mehr beriick- 
sichtigt werden. 











, 


D4 


ae 


R. Gottlieb und R. Stangassinger, 


frischem Muskelfleisch erhielten wir immer nur wenig Kreatinin neben 
viel Kreatin und erst bei der Autolyse anderte sich dieses Verhaltnis: wir 
erwdlinen dies mit Ruicksicht auf die Behauptung von Johnson,') daf in 
frischem Fleisch neben wenig Kreatin viel Kreatinin vorkommt. Fiir die Her- 
stellung aller Organextrakte, vondenenim folgenden die Rede sein wird, gelten 
die schon oben tiber die Herstellung des Nierenextraktes gemachten Angaben. 


Verhalten von Muskelprebsaft ohne Kreatinzusatz 
bet 37°. 


Versuch Nr. 21. 











An- ; rm Gefundenes Kreatinin 
cewandte Zugetiigtes Dauer 3 ‘ oe een — isa 
Ps) c 
Probe | Menge Wasser der Kreatinin Kreatin und 
Prefisaft m als solches Kreatinin zu- 
; in cem Autolyse : 
in cem ’ in mg sammen in mg 
a 5 nichts  fsofort untersucht} 2,708 -- 
a’ 5 ; “ 2.800 19,286 
b 5 5 114 Stunden 4,099 22 984 
( 5 D5 160 5,198 21.040 
d y 5 227 > 2.918 16.665 
e d D 91 Tage 2.810 10,280 














Verhalten von MuskelprebBsaft mit Kreatinzusatz bei 37°. 


























Versuch Nr. 22. 
Menge a nea Gefundenes 
ie Zusatz |Wasser- Dauer Kreatinin 
Prefi- inmg] , oe secon 
Probe , Lin Krea-| Zusatz des Krea- |Kreatinund 
salt |" | tinin | . V tininals) Kreatinin 
In cem ersuches solches! zus oY 
in ccm] ™¥ | ausge- solches | zusammen 
driackt inmg | in mg 
a 2 1) nichts sofort untersucht} 2,708 -- 
au y [J Zugetugl 2,800 | 19,286 
b 5 10) 8.628 D 4) Stunden | 3,874 — 
b’ dD 10 8628 d 4) 3.844 31,456 
( ) 10) 8,628 dD as ee 9,783 29,834 
d ) 10) 8,628 dD 185s 8.640 27.396 
e D 10) 8,628 i) 209 > 4,602 26,214 
f a) 10 8.628 i) 91 Tage 3.952 16.457 
' Johnson, Proceed. Royal Society, Bd. L, 5. 28. 
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In den Versuchen zeigt sich sonach, dal sich bei der 
Autolyse von MuskelpreBsaft zunichst eine deutliche Zu- 
nahme des aus den Muskeln stammenden Gesamt- 
wertes fiir Kreatin und Kreatinin ergibt; in den Versuchs- 
beispielen mit und ohne Kreatinzusatz betriagt dieselbe zufiallig 
in beiden Fiéllen etwa 3—4 mg pro 5 ccm Prefisaft, ein in 
Anbetracht der Kleinheit der Proben  betrachtlicher Zuwachs. 
In anderen Versuchen war derselbe sogar noch gréber. Es 
scheint dabei auch von Bedeutung zu sein, ob die Autolyse 
bei Gegenwart von wenig oder viel Wasser vor sich geht. 
Dafiir spricht der Vergleich des folgenden Versuches, der mit 
demselben Muskelprefsaft der vorher angefiihrten Versuche, 
aber mit Zusatz von 10 ccm anstatt 5 ccm Wasser zu je 5 ccm 
Muskelprebsaft angestellt ist. 

Die Zunahme des Gesamtwertes an Kreatin und Kreati- 
nin betragt somit bei starkerem Wasserzusatz ca. 11,5 mg pro 
5 ccm Prebsaft gegeniiber 3—4 mg bei geringerem Wasser- 
zusatz. Es gehen dabei anscheinend nicht blofi die Gesamt- 
werte bei starkerer Verdiinnung in die Hohe, sondern ent- 
sprechend der groBeren Kreatinbildung wird auch eine grébere 
Menge in Kreatinin umgewandelt. 


Verhalten von Muskelprebsaft mit Kreatinzusatz 
bei stiirkerem Wasserzusatz. 


Versuch Nr. 23. 




















ae Kreatin- Gefundenes 
menger Zusatz |Wasser- Dauer Kreatinin 
Pref- inmg| | . : , 
Probe Krea-| Zusatz der Krea- Kreatinund 
cat in rea re di dea 
a tinin | . tininals) Kreatinin 
in ccm] ™Z ausge-| '" ©C™ Autolyse solches zusammen 
driickt in mg In mg 
a ) | — sofort untersucht} 2.708 —— 
nichts 
a‘ i) | zugefiigt o- ’ . 2 SOO 19,286 
10 8.628 10 155 Stunden 11.350 39.512 





























26 R. Gottlieb und R. Stangassinger, 


Auch bei der Autolyse von Nierenprefsaft zeigte sich 
eine Kreatinzunahme, vielleicht aber in weniger ausgepriigtem 
Mase. Es hat demnaeh den Anschein, als ob der Muskelprel- 
saft (resp. Nierenprefsaft) im Beginn der Autolyse Kreatin in 
komplizierterer Bindung enthielte, so dab dasselbe erst nach 
der Dauer der Autolyse von einigen Tagen im Filtrat des 
Koagulums reichlicher nachweisbar wird. 

ks steht in Ubereinstimmung mit dieser Annahme, da 
man durch Koagulation und Nachwaschen mit heibem Wasser 
dem Muskelkoagulum nicht das gesamte Kreatin und Kreatinin 
entziehen kann. Ein geringer Anteil wird erst) nach mehr- 
stiindigem Kochen, z. B. mit 2°/oiger Salzsaéure, nachweisbar. 

Diese Befunde erinnern an den kiirzlich von Urano?!) in 
dem physiologisch-chemischen Institute zu Strabburg erbrachten 
Nachweis, daB sich das Kreatin im Muskel zum groben Teile 
in einer nicht dialysablen Form  findet, aus der es durch 
Kochen oder Zertriimmerung der Zellen in freies Kreatin iiber- 
gefiihrt wird. 

In unseren Versuchen kénnte es sich allerdings auch um 
die Entstehung anderer reduzierender Substanzen be: der Au- 
tolyse handeln, da die angewandte Methode streng genommen 
nur das Vermoégen, Pikrinsiiure zu Pikraminsiiure zu reduzieren, 
in den LoOsungen bestimmt. 

Versuche mit Organextrakten zeigen diese anfiangliche 
Zunahme des Gesamtwertes von Kreatin und Kreatinin nicht. 
Dagegen trat sowohl in allen PreBsaftversuchen als auch bei 
der Autolyse der Organextrakte aus Leber, Niere, Nebenniere, 
Milz usw. ein weiterer Prozeb deutlich in Erscheinung, dah 
niimlich mit der Dauer der Autolyse eine fortschrel- 
tende Zerstorung préformierten oder zugesetzten Krea- 
tins und Kreatinins stattfindet. Besonders schén zeigen dies 


Leber- und Nierenextrakte. 


') Urano, Hofmeisters Beitriige, Bd. IX, S. 104. 
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Verhalten von Nierenextrakt mit Kreatinzusatz bei 37° 


(mit je 15 ccm entsprechend 15 
Versuch Nr. 2 


or 
4 
, 
t. 


Niere vom Hund). 





Kreatin- 


Gefundenes Kreatinin 



































Zusatz ape , rt 
Dauet Krea- | Kreatinin- | Kreatin |Abnahme des 
- mg — tinin [Vermehrung|ynd Krea-|  Kreatin- 
Probel; rea- fad iwi . Kreatini 
Vr in tins Oe yy. )e- Kreatinin- 
eect re = | in in’) d. tnin ” saci 
mg ausge- ersucnes SO ehes Krea- Sammie n 
driickt In mg me tins In mg immg in "0 
fl nichts sofort 0 0 
zugefiigt Juntersucht 
b 725) 21,57] 14 Stund.| 2,705 72,705 12,54 4,091 4.091 18.97 
c 25) 21.57 [178 W — -- () 21,57 100,00 
Verhalten von Leberextrakt mit Kreatinzusatz bei 37° 
(mit je 50 com entsprechend 50 ¢ Hundeleber). 
Versuch Nr. 25. 
Kreatin- Gefundenes Kreatinin 
Zusatz ee , as 
ne Daue Krea- | Kreatinin- | Kreatin | Abnahme 
In mg = tinin | Vermehrung | y. Krea-| des Kreatin- 
Probe] jn Krea- <= ee a i Kreatinin- 
} wr a . . ge - qs . re eS 
mg! susze- Autolyse Jsole he . Krea- | Sammen | 
drackt mms} me tins | J" ME Tin mg! in %/o 
ichts sofort ’ —T 
a miehts : 0,830] — — DADA 
zugeliigt Juntersucht 
bh JdO 43,14]48 Stund. | 12,536 J11,706 24,51] 21.148 | 27,446 56,47 























Verhalten von Leberextrakt mit Kreatinzusatz bei 37° 
(mit je 20 ccm entsprechend 20 g Katzenleber). 
Versuch Nr. 26. 


























K reatin- Gefundenes Kreatinin 
Zusatz , sat 
lin mg tinin|Vermehrung und des Kreatin- 
t ° , e ° . 
Probel iy | Krea- des als Kreatinin} |, und 
yin sia in 711- Kreatinin- 
tinm | Versuches J S°!- | ino ie ‘ertes 
Mg | ausge- ~ | ches o des sammen wertes 
ck | mg | Krea-] jin me |. | 
aruckt in mg tins a In ime in %Jo 
a nichts zu- sofort Spu- a 
“ . — — Spuren -- — 
cefiigt untersucht# ren 
b DO 43.14 HY Std. | 4,822 822 LLI8} 38.572 | 4,568 10,59 
DD 4314] 144 Std. 9 7448 17,448 17,26] 20.558 [12,582 29,17 
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Ein Vergleich vorstehender, sowie auch der friiher an- 
gestellten Versuche zeigt, dafi die Wirksamkeit der einzelnen 
Organe, auch abgesehen von individuellen Unterschieden, in 
quantitativer Hinsicht betriichtliche Unterschiede aufweist. 

Uber die Abbaustufen dieser Zerstérung des Kreatins 
kOnnen wir auf Grund unserer Versuche noch nichts aussagen. 
Es liegt aber die Frage nahe, ob der Abbau des Kreatins sich 
nicht vorzugsweise tiber sein Anhydrid vollzieht. Jedenfalls 
wird auch zugesetztes Kreatinin bei der Autolyse der Organ- 
extrakte zerstOrt, wie es scheint, im allgemeinen sogar noch 
in ausgiebigerem Mabe. Wir bringen dazu folgende Versuche, 
bei denen wir salzsaures Kreatinin zusetzten, um bei Anwendung 
der freien Base die Alkalescenz der Organextrakte nicht zu 


stark zu verindern. 


Verhalten von Nierenextrakten mit Kreatininzusatz!) 


(mit je 50 ccm entsprechend 16 g Hundeniere). 


Versuch Nr. 27. 











. Gefundenes Kreatinin 
rea- i a a 
tinin Dauer der Kreatinin Abnahme des 
_ . . _— 
Probe ale Gesamtkreatinins 
Zusatz Autolyse Pes ae 
solches 
in mg in °jo des 
g ; inmg | Bigs 
In mg ‘Kreatinins 
| 
nichts , OF 
a sania sofort untersucht 0,487 — | — 
“——- 5 | 
b 20) i Stunden 0.380 20107 | 9815 
| 














') In dem Stab der Tabelle als freies Kreatinin berechnet. 
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Verhalten von Leberextrakten mit Kreatininzusatz?) 
(mit je 50 com entsprechend 50 g Hundeleber). 


Versuch Nr. 23, 








; Gefundenes Kreatinin 
Krea- 
tinin Dauer der Kreatinin Abnahme des 
Probe als Gesamtkreatinins 
Zusatz Autolyse } 
; solches in °o des 
; at) aS 
in mg : inmg | htt: 
in mg Kreatinins 
nichts : . 
a sofort untersucht O.830 
zugefiigt 
b 20 48 Stunden 0.108 20,722 QY 48 














Der Vergleich der Zerstorung von Kreatin und Kreatinin 
bet der Autolyse wird in unseren Versuchen allerdings dadurch 
erschwert, daf wir von dem wertvollen Kreatinin nur kleinere 
\Mlengen verwendet haben. Mit dieser Einschriinkung konnen 
wir auf die stiirkere Zerst6rung des Kreatinins schlieben. 

Wir sind geneigt, ebenso wie die Umwandlung des Kreatins 
in Kreatinin auch die Zerstorung beider Korper auf eine Fer- 
mentwirkung zuriickzufiihren. Dafiir spricht die Méglichkeit, 
wirksame Fermentniederschlage aus Organextrakten dar- 
zustellen. Am besten gelingt das durch Alkoholiitherfallung ; 
‘zwei Drittel Alkohol, ein Drittel Ather). Die voéllig trockenen 
Fermentniedersehliige behielten liingere Zeit ihre Wirksamkeit 
bel. Auch ein uns von Herrn Prof. Kossel freundlichst zur 
Verfiigung gestelltes, lange Zeit aufbewahrtes Préaparat von 
Arginase zeigte deutlich kreatinzerstérende Wirkung.?) Wir 
bringen fiir diese Versuche einige Beispiele in folgenden Tabellen. 

') In dem Stab der Tabelle als freies Kreatinin berechnet. 

?) Liingere Zeit, nachdem diese Untersuchungen ausgefiihrt waren, 
machte Achelis (Diese Zeitschrift, Bd. L, 3. 17) darauf aufmerksam, dah 

der Ahnlichkeit der Konstitution von Arginin und Kreatinin eine 
Untersuchung tiber die Wirkung der Arginase auf Kreatin und Kreatinin 


wunschenswert wiire. 








Verhalten von Fermentiosungen ats 





Niere 


und 


Leber 


verschiedener Tlere 
Versuche Nr. 29—34. 











Kreatinzusatz ber 37° 





ssinger, 


Fermentlésung aus: 


in mg 


Kreatinzusatz 


in mg 
Krea- 
{inin 
ausge- 


driickt 


Dauer 
des 
Ver- 


suches 


Kreatinin 
als 
solches 


in mg 


Gefundenes 


Kreatinin- 


vermehrung 


in fo des 


Kreatins 


7ZUSalMm- 
men in 
mg 


Kreatin u. 
Kreatinin 


Kreatinin 


Abnabme des 
Kreatin- und 
Kreatininwertes 


in mg in “Jo 





eb und R. Stanga 


R. Gotth 


-e 
_— 


x0) 





Hundeniere (Alk.-Ath.-Fillung) 


1 ¢ entsprechend 29 ¢g Niere 


Kalbsniere (Alk.-A\th.-Fiillung) 


2 ¢ entsprechend 16g Niere 


Katzenniere (nach Rosell) 


Losung reagierte neutral 


Hundeleber (Alk.-Ath.-Fallung 


2 ¢ entsprechend 26 g Leber 


Katzenleber (Alk.-Ath.-Fallung 
2g entsprechend 20 ¢ Leber 


, 


Arginase O14 ¢ 








io” 


iv 


ry) 


i”) 





Q? Std. 


si 


17 Tage 


140 Std. 


1.951 


O779 


Lois 


1.266 











5,02 


6.311 


2 O25 


25.972 


l= 


Lo 851 








DS.399 


QQ 52 





96.87 
17.508 4).72 
ES.S79 79.54 
a7 739 89 22 


2,49 20.96 








Besonders 
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stark kreatinzerst6rend wirkte 


¢ 


in Ferment- 


pulver aus der Schilddriise eines strumakranken Hundes. 


Verhalten einer Fermentlésung aus der Hundeschild- 
driise mit Kreatinzusatz bei 37°. 


Versuch Nr. 35. 











Kreatin- 


Kreatinin gefunden 





Ferment-]| Zusatz | Dauer P = 
Krea- | Kreatinin- | Kreatin Abnahme 
losung aus . eos” des tinin [Vermehrungfund Krea-| des Kreatin- 
Schild- }3" | |. Ver- als - lin Fp Qf tinin zu- {7 4- Kreatinin- 
finin ; in jill wertes 
_ 0 , _Jsolehes Krea-}| Sammen ' 
driise [#5 ausge-[suches|’. ni “ rea 
deltickt inmgy7 mg tins Inme fin mg in %/o 
1,79 ¢g 
{Alk.-Ath.- 
Fiillung| ; 
Q 
nt- - ’ - Ke ire) re) . ‘ oe . 7?) - . 
' 7). ©64.71 O.689 10.689 1.06 1.322 O3.3588 97.96 
sprechend Stund 
Bo g 
Schild- 
driise 




















Ebenso wie Kreatin wird durch die Fermentlosungen auch 


Kreatinin zerstort. 


Dafiir in folgendem Beispiele: 


Verhalten von Fermentlé6sungen mit Kreatininzusatz 


be1 37°. 











sie Gefundenes Kreatinin 
\Vummer ae a ; Dauer 
yy » S a " 2 * ‘ . 
finin- Kreatinin Abnahme 
des des ; Mies 
Zusatz als des Kreatinins 
; aus : 
Versuches : ; Versuches}] solches 
in mg ‘ 
in me in mg Ih 0 
Katzenleber 
36 Alk.-Ath.-Fiillung 30 19 Tage 13.405 116.599 55.52 
2 ¢ entspr. 20 g Leber 
i Arginase ae a ae 
M4 019 « 4M) J282Stund.,) 27,572 [12.628 351.57 

















Aus den Beispielen geht hervor, dai sich nach den tiblichen 


Methoden Fermentpulver darstellen lassen, welche Kreatin und 
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Kreatinin zerst6ren. Fiir die Fermentnatur dieses Vorganges 
kann angefiihrt werden, daB nach dem Aufkochen und der Koa- 
gulation des Organextraktes die fermentative Wirksamkeit des 
Filtrates aufgehoben ist. Das geringe Minus, das trotzdem 
zu-erkennen ist, fillt in die Grenzen der Versuchsfehler, da 
der Nachweis des Kreatins mit der von uns gewiihlten Methode 
etwas groberen Fehlerquellen unterliegt, als die Bestimmung 
des Kreatinins. Bleibt dagegen das Koagulum in der Fliissig- 
keit suspendiert, und bleibt der weiteren Einwirkung der Krea- 
tinlbsung bei 37° ausgesetzt, so verschwindet anscheinend eine 
kleine Menge Kreatin: wahrscheinlich handelt es sich um eine 
Absorptionserscheinung; Kreatin wird im Koagulum fest- 
gehalten. 

Fiir die Aufhebung der KreatinzerstOrung in den Organ- 
extrakten, dem Blutserum und den Fermentlésungen durch 
Siedehitze bringen wir die folgenden Beispiele in der Tabelle 
auf S. 34 und 3d. 

Auch die Fiihigkeit der Organextrakte, Kreatinin zu zer- 
stiren, wird in gleicher Weise durch Kochhitze aufgehoben. 


Verhalten eines Organextraktes nach Kreatininzusatz 
bei 37° (nicht gekocht und vorher gekocht) 
‘mit je 50 cem entsprechend 50 g Hundeleber). 


Versuch Nr. 44. 








Gefundenes Kreatinin 
Kreatinin-| Dauer 
Prok , Kreatinin Kreatinin- 
robe zusalz des smerk , 
als abnahme Bemerkung 

inmg |Versuches}| solches 
in mg in °/o 





in mg 
nichts sofort ; 
‘ ‘i 0.830 — — 
: zugefiigt Juntersucht 6 
b 20) 48Stunden| O08 [20.722 99,48 


| Erhitzter 
Cc 20 is > 20,770 | 0,060 0,03 Extrakt; 
Koagulum entfernt. 

















Nach diesen Beobachtungen ist die Zerst6rung von Krea- 
tin und Kreatinin als eine Fermentwirkung anzusehen, Gegen 
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diesen SehluB kénnte man einwenden, dab in unseren Versuchen 
cyoBere Kreatinmengen nur in verhiltnismiébig langer Zeit: zer- 
<fort wurden (etwa 30—)0 mg in 48 Stunden bis mehreren 
Tagen). Doch haben wir die maximale Leistungsfihigkeit des 
fermentativen ZerstOrungsvorganges bisher nicht untersucht und 
zwar mit Riieksicht auf die angewandte Bestimmunesmethode, 
die gerade fiir den Nachweis kleiner Kreatininmengen geeignet 
ist. Um das Schicksal groberer Mengen festzustellen, hiitten 
wir zum Zwecke der Bestimmung die LOsung nur um so stirker 
verdiinnen miissen. Weiter aber ist an dieser Stelle hervor- 
zuheben, dai wir auch die optimalen Bedingungen fiir die Wirk- 
sumkeit der Fermente noch nieht studiert haben. Wir haben 
uns damit begniigt, die fermentative Wirkune nachzuweisen, 
aber noch nicht untersucht, inwieweit Schiitteln der Losungen, 
Kinleiten von Luft und Sauerstoff usw. die Wirksamkeit befOrdern 
und inwieweit die Gegenwart von Salzen, das von uns ange- 
wandte Antiseptikum Toluol und andere Umstiinde die Wirk- 
samkeit schédigen. So hat sich z. B. herausgestellt, dab schon 
eine geringe Zunahme der Alkalescenz sowohl die Tiitigkeit 
des kreatininbildenden Fermentes als auch der Abbaufermente 
hemmt. Es kann also die relativ geringe Grobe der beobach- 
teten Veriinderungen darauf beruhen, dal mit’ der fortschrei- 
tenden Entwickelung der starken Base Kreatinin die Bedingungen 
fiir die Tiitigkeit der Fermente sich verschlechtern. Das Gesagte 
vilt auch fiir das anhydrierende, kreatininbildende Ferment. 
Bei demselben kommt aber zur Erkliarung der relativ geringen 
Kreatininbildung noch ein zweiter Umstand in) Betracht, dag 
niimlich in den gleichen Organextrakten und Fermentlésungen 
neben der Kreatininbildung immer auch die ZerstOrung des 
Substrates fiir diesen Fermentvorgang — niimlich Kreatin — 
und die ZerstOrung des Kreatinins einhergeht. 

Die zerstOrenden Fermente wiiren als Kreatase und 
Kreatinase zu bezeichnen. Sie sind nach unseren Beobach- 
tungen in den Organen sehr verbreitet. Der Gehalt des Carotis- 
blutes an diesen Abbaufermenten ist dagegen verhiltnismiibig 
gering, soda hier die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin 
gegentiber der gleichzeitigen ZerstOrung stiirker hervortritt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LI, 3 
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Verhalten von gekochten und nicht erhitzten Opyy 














Kreatinzusatz 
Num- 
des in ng 
Material aus - 2) 
Ver Kreatinin 
sail in mg 


ausge- 


driickt 


suches 





Hundeleber 

dO cem Extrakt entsprechend 50g Leber nichts zugefiigt 
Dasselbe a0 

Dasselbe -- 200 cem H,O; erhitzt 
Hundeniere 

dO cem Extrakt entsprechend 16 g Niere 

Dasselbe HO 

Dasselbe —- 200 cem HO; erhitzt a0 

Hiundeleber | 

dO com Extrakt entsprechend 50 ¢ Leber nichts zugefigt 

Dasselbe —- 450 com H,O; erhitzt 149,7 125,71 

Hundeleber Il 


dO com Extrakt entsprechend 50 ¢ Leber 125 10785 


0 cem HO; erhitzt 
Dasselbe: erhitzt 125 | 107,85 
Hundeblutserum 

D0 cem Serum nichts zugefiigt 

Dasselbe -+- 450 ccm HO; erhitzt 
FermentlOsung aus Hundeleber 


(Alkohol-Ather-Fiillung) 


2g entsprechend 26) g Leber 


— 


Dasselbe [25 ecm HO; erhitzt 











') Auf die sub a ermittelte, umwandlungsfihige Substanz bezogen. 





en ene Te 
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Gefundenes 


Kreatinin- 


Kreatinin 


Abnahme des 











ec lr Atte thie a 





Kreatin Kreatin-u. Kreatinin- 
vermehrung und wertes 
Kreatinin Bemerkungen 
— . 
; In °/o des] zusammen i 
in mg : ; in mg in %o 
Kreatins in mg 
— — DAD —- — 
11.706 | 24.51 21.148 27 446 D647 
O142 0.03 tS 460 O34 0.03 ohne Koagulum 
— _ 1.156 — - 
6.523 14.89 15,728 28.568 64.49 
0.020 0) 4.200 0.096 0.02 ohne Koagulum 
- me 2 280) _ _ 
1.937 1,21 116,550 11,40 Si mit Koagulum 
o — 101,250 _- ~ mit Koagulum 
76 1.219 1.24! YS 440 2.810 2.78') | mit Koagulum 
OS — — 2,250 — — 
7a) 3.382 2.66 120.900 6.800 Dao mit Koagulum 
Z 1.266 1.96 15,831 48.879 79.4 
f 0494. O34 146,007 0.773 0.53 
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So betrug in einem Falie, wo wir 75 ecm Blutserum vom Hunde 
hei Zusatz von 125 mg Kreatin und Toluol autolysierten, die 
Vermehrung an Kreatinin nach 140 Stunden rund 15°/o vom 
umwandlungsfiihigen Kreatin,: die ZerstOrung dagegen in der 
gleichen Zeit nur ca. &°/o des vorhandenen Kreatins und Krea- 
‘finins: bei Verlingerung der Autolyse auf 22 Tage hatten sich 
dann 40,8 °/o Kreatinin gebildet, wihrend nur 17,2°/0 der beiden 
Korper zerstOrt wurden. Eine Trennung des kreatininbildenden 
Fermentes von der Kreatase und Kreatinase ist uns bisher 
noch nicht gegliickt, doch haben wir Andeutungen dafiir, dab 
eine solehe Trennung méglich sein wird. 

Die zerstOrenden Fermente gehen auch in den Harn tiber, 
worius wir auf ihre Bedeutung ftir den Stoffwechsel der lebenden 
Organe schlieben kénnen. Neben der Fiihigkeit, Kreatin in Krea- 
tinin umzuwandeln, besitzt der Harn auch ein deutlich nach- 
weisbares ZerstOrungsvermogen fiir beide Koérper. Die all- 
miihliche Abnahme des Kreatins und Kreatinins ist in toluol- 
gesiittigtem Harne bet 37° nach liingerem Stehen erkennbar 
und zwar auch ohne Zusatz weiteren Kreatins. Ein Beispiel 


dafiir gibt folgender Versuch. 


Verhalten nativen Harnes ohne Kreatinzusatz bei 37°. 


l~ 


Versuch Nr. 45. 











piacere Dauer Gefundenes Kreatinin 
Menge Harn ; er x 
Probe ‘ les Kreatinin Kreatin u. Krea- 
— Aciditiit 39 — 
a ~ Sicilia als solches tinin zusammen 
m com in mg in mg 
a 10 26 Stunden 16,233 16,008 
b 10 a0 > 14,808 — 
c 10 171 » 12.385 14.595 
d 10 320 > 11,686 — 











Bei den zur Untersuchung verwendeten kleinen Harnproben 
sind zwar die absoluten Werte der Kreatin- oder Kreatinin- 
abnahme gering: berechnet man diese Abnahme jedoch auf 
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a die ganze Tagesmenge des Harnes, so erscheint sie nicht un- 
F erheblich. Die Tatsache, daB die Kreatininbestimmungen im 
Harne nach liingerem Stehen, auch wenn er vor Fiaulnis ge- 





schiitzt ist, durch das Wirken des anhydrierenden, kreatinin- 
bildenden Fermentes und der Abbaufermente veriindert ausfallen, 
ist von methodischer Wichtigkeit. So erkliiren sich die Unter- 
Fe schiede der Kreatininzahlen des Harnes, wie sie z. B. aus den 
: Tabellen von van Hoogenhuyze und Verploegh!) ersichtlich 
sind, dadurch, dali diese Zahlen sowohl durch Untersuchung 
yon Proben aus dem Sammelharn eines Tages ermittelt als 
auch durch Summieren der in den einzelnen frischen Harnpor- 
tionen gefundenen Werte berechnet wurden. 

In weiterem bringen wir einen Versuch mit neutralisiertem 
Harne. Derselbe war gegen Phenolphthalein durch "/10-Natron- 
lauge neutral gestellt. 

Verhalten nativen, neutralisierten Harnes bei 37°. 


Versuch Nr. 46. 

















Angewandte —_— Gefundenes Kreatinin 
< 4 
Menge me : , 
Probe H des Kreatinin Kreatin u. Krea- 
; arn - 
Cicecdines als soleches — tinin zusammen 
in ccm in mg in mg 
sotor ~ - 
a 10 fort 7. GRO &.399 
untersucht 
i) 10 72 Stunden 7.903 — 
4 ¢ 10 iy > 7,284 = 
dl 10 286 . 6.480 6,728 











Vergleicht man nun das Verhalten neutralisierten nativen 





Harnes mit einer zweiten Probe, die vor der Neutralisation ge- 






kocht wurde, so zeigt sich, dab ein grober — wenn nicht 
der groBte — Anteil des Zerst6rungsvermoégens verloren ge- 





gangen ist. In Ubereinstimmung mit der Annahme eines fer- 
mentativen Vorganges steht auch die bedeutende Verlangsamung 
der Umwandlung durch Eisschranktemperatur. 
















'’ Van Hoogenhuyzeu. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
Tab. auf S. 444 ff. 
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Verhalten gekochten, neutralisierten') Harnes bei 37°. 


7 


Versuch Nr. 47. 











Angewandte ene Gefundenes Kreatinin 
Menge " a ~- hee fo eee 
Probe ' “ des Kreatinin Kreatin u. Krea- 
arn oo. 
, als solches tinin zusammen 
ee Versuches 
in ccm in mg in mg 
S or ? ar ‘ 
‘ 10) ofort 13.235 12.832 
untersucht , 
by 10 69 Stunden 12.181 — 
¢ 10 116 10.640 one 
d 10) 28? 10.135 ones 
e 10) 3758 Y QO? 11.912 











Dal auch in gekochten Harnen noch geringe Verinde- 
rungen des Kreatin- und Kreatiningehaltes, wenn auch in ge- 
ringerem Grade auftreten, haingt mit Ursachen zusammen, die 
wir nicht niher verfolgt haben, ist aber bei der komplexen 
Zusammensetzung des Harnes auch ohne Annahme fermentativer 
Vorgiinge erkliirlich. So hat kiirzlich Dakin?) auf die Méglich- 
keit hingewiesen, dab oxydierende Agentien im Harn eine Ent- 
stehung von Glyoxylsiiure aus Kreatinin veranlassen. 

Die Gegenwart der nachgewlesenen Fermente kann eine 
wichtige Rolle im Kreatininstoffwechsel spielen. thr Nachweis 
bei der Autolyse und im Harn macht es wahrscheinlich, dab 
auch intra vitam neben der Kreatinbildung in den Organen eine 
fermentative Umwandlung des Kreatins in Kreatinin sowie eine 
Zerstorung beider Kérper einhergeht. In Ubereinstimmung mit 
der allgemeinen Verbreitung des kreatininbildenden Fermentes 
in den Organen sowie auch im Blute labt sich z. B. mittels 
der Folinschen Nachweismethode in frischem Aderlafiblute 
der untersuchten Tierarten auch immer Kreatinin neben Kreatin 


Da mit der Dauer des Versuches eine Kreatininabnahme bei nur 
ceringer Veriinderung des Gesamtwertes an Kreatin plus Kreatinin zu 
verzeichnen ist, wird wohl ein Ubergang von Kreatinin in Kreatin bei 
der nur als relativ zu bezeichnenden Phenolphthaleinneutralitaét des Harnes 


stattgefunden haben. 
Dakin, Journal of Biological chemistry, Bd. I, S. 271, 1906. 
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nachweisen, was bekanntlich friiher!) bestritten wurde. So 
fanden wir im Hunde- und Katzenblute Kreatinin neben Kreatin. 


jiesbeztigliche Werte sind in folgender Tabelle angefitibrt. 
nm 


Gehalt frischen Tierblutes an Kreatin und Kreatinin. 





$e 

















Friscl 100 cem Blut enthalten 
— “risches : sige ene : —— 
Nummer aaa Kreatinin Kreatin 
a defibriniertes | . 
. Carotisblut in Kreatinin§ als Kreatin 
Versuches mee mg ausgedriickt — berechnet 
mg me 
1g Zwel weibl. jungen 0.85 211 D44 
Katzen [Mischblut 
Ky Jungem weiblichen 0.72 1.33 Lag 
Hund 
nt) Erwachsenem 0.38 252 2.99 
miinnlichen Hund 
Nimmt man die Tatigkeit der Kreatin- und Kreatinin 


abbauenden Fermente in den lebenden Organen an, so haben 
wir kein Recht mehr zu der Annahme, dali die Muskeln so- 
viel reichlicher Kreatin bilden als andere Organe, weil in thnen 
soviel mehr Kreatin zu finden ist. Es kénnte auch in anderen 
Qrganen eine reichlichere Kreatinbildung vor sich gehen, als 
ian bisher annahm, aber die Bedingungen fiir den Abbau des 
entstandenen Kreatins kOnnten in jenen Organen  giinstigere 
sein, die, wie z. B. die Leber, verhaltnismiibig leicht Kreatinin 
zerstoren, 
Bei der 
unter der Annahme einer neben der Kreatinbildung einher- 
gehenden fermentativen ZerstOrung die Menge des im Harne 
keinen Mafstab mehr 


setrachtung des Gesamtstoffwechsels gibt ferner 


erscheinenden Kreatins und Kreatinins 
ab fiir die GréBe des Kreatinstoffwechsels. Ahnlich wie bei der 
Harnsiiure kénnen wir auch beim Kreatin Bildung und Zer- 
storung in den einzelnen Organen nebeneinander nachweisen. 
in dem einen Organ kénnte die Bildung von Kreatin, in dem 
underen die Zerst6rung vorherrsehend sein. 


Voit, Zeitschrift fiir Biologie. Bd. IV. S. 98. 








1) R. Gottlieb und R. Stangassinger, 


Uber den Umfang der Kreatinbildung kénnen wir aber 
aus der Menge des im Harne ausgeschiedenen Kreatins nichts 
schheben: denn es kénnten viel gréBere Mengen von Kreatin 
in dem Gesamtstoffwechsel entstanden, aber auch wieder zer- 
stort worden sein. Analog dem Verhalten der Harnsiiure er- 
scheint auch ein mit der Nahrung dargereichtes Plus von Krea- 
tin nur zum Teil im Harne wieder: die endogen im Stoffwechse!l 
entstandenen Korper konnten aber am Orte ihrer Bildung voll- 
stiindiger zerstOrl werden, als bei ihrer Zufiihrung von auben. 
Speziell das bei der Muskeltiitigkeit frerwerdende Kreatin konnte 
mit der Abnahme der Alkalescenz im arbeitenden Muskel be- 
sonders giinstige Bedingungen fiir seine Umwandlung in Krea- 
tinin und fiir seine ZerstOrung finden. 

Die Vorgiinge des Kreatinstoffwechsels stellen sich sonach 
bei der Annahme. intracelluliirer kreatinbildender und kreatin- 
zerstorender Fermente als recht komplizierte dar. Weitere 
Untersuchungen miissen erst niheren Aufschlub itiber den Ort 
und die Art des Kreatinabbaues ergeben. 

Bei der Feinheit des Nachweises kleiner Mengen mittels 
der Folinschen Methode erscheint es uns méglich, einen Ein- 
blick in die Topographie des Kreatinstoffwechsels auch durch 
Untersuchung des aus den einzelnen Organen abstrOmenden 
Blutes und einen Vergleich mit dem zustr6menden zu gewinnen. 
Wir haben solche Untersuchungen bereits begonnen. 

Weiterhin ist zu hoffen, dal} es auch gelingen wird, durch 
fermentativen Abbau des Kreatins in den Organen die Zwischen- 
produkte dieser Zerst6rung im Organismus kennen zu lernen. 

Die wesentlichen Ergebnisse vorliegender Arbeit lassen 
sich dahin zusammenfassen : 

|. Bei der Autolyse des Muskels und anderer Organe 
wird im Beginn Kreatin gebildet. (Prefsaftversuche. ) 

2. Vorhandenes und zugesetztes Kreatin werden bei der 
Autolyse durch einen Fermentvorgang (anhydrierendes kreatinin- 
bildendes Ferment) zum Teil in Kreatinin umgewandelt. 

53. Kreatin und Kreatinin werden mit fortschreitender Au- 
tolyse durch abbauende Fermente (Kreatase und Kreatinase) 


zerstort. 
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Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 41 


4. Aus dem Ineinandergreifen dieser Vorgiinge ergibt sich 
eine komplizierte Kurve fiir die Kreatin- und Kreatininwerte 
autolysierter Organextrakte und Prefsiifte, da nebeneinander 
Kreatinbildung, Umwandlung in Kreatinin und Zerst6rung beider 
Korper anzunehmen sind. Je nach dem Vorwalten des einen 
oder anderen Vorganges untersecheidet sich das Verhalten des 
Kreatins bei der Autolyse der verschiedenen Organe. 

5. Die nachgewiesenen Fermentwirkungen sind auch im 
Harne zu erkennen. 








Uber die Gleichgewichte zwischen EiweiBkérpern und 
Elektrolyten. 


V. Mitteilung. 
Vervolistandigung der Gleichgewichtsober flache beim System: 
Globulin, Magnesiumsulfat, Wasser. 
Von 
V. Scaffidi. 
Mit drei Tafeln und einer Kurvenzeichnung im Text. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitat zu Neapel, geleitet von 


G. Galeotti). 


Der Kedaktion zugegangen am 2%. April 1907.) 


Im Auftrag von Prof. Galeotti und unter seiner Leitung 
habe ich die fiir die Vervollstiindigung der Gleichgewichtsober- 
fliiche im System Globulin, Magnesiumsulfat, Wasser notigen Unter- 
suchungen angestellt, und es beziehen sich dieselben auf die 
Temperaturzonen, welche die Gefrier- resp. die Koagulations- 
punkte der verschiedenen Losungen genannter Substanzen um- 
fassen. 

Hinsichtlich der Bereitung des Globulins aus dem Ochsen- 
blutserum, wie auch den Einzelheiten der Untersuchungsmethode 
und der Art und Weise der graphischen Darstellungen, ver- 
weise ich den Leser auf die vorhergehenden Mitteilungen von 
Prof. Galeotti?) 

Um die obengenannte Oberfliiche zu vervollstindigen, habe 
ich versucht, vier Kurven zu konstruieren, némlich: 

die Jsotherme bet 55°: 

die Isotherme bet 70°; 

die Koagulationskurve des Globulins: 

die Gefrierkurve der fliissigen Phasen. 


' Galeotti, Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkérpern und 
Elektrolyten, Hl. Mitteil.: Léslichkeit des Globulins in Magnesiumsulfat- 
losungen, These Zeitschrift, Bd. XLVIII, Heft 6. 
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i ber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkérpern u. Elektrolyten. V. be 


Die Isotherme bei 55°. 


Bei der Konstruktion dieser Isotherme habe ich mich der- 
-elben analytischen Methode bedient, welche angewandt wurde, 
um die anderen Isothermen zu erhalten. 

Losungen von Globulin und Magnesiumsulfat, die schon bei 
der Zimmertemperatur im Gleichgewicht sich befanden und die 
noch eine gewisse Menge Globulin suspendiert enthiciten, wurden 
; Stunden lang in einem Bad von 55° geschiittelt. hierauf 
{2 Stunden bei derselben Temperatur stehen gelassen, und end- 
lich raseh filtriert. Die Flissigkeiten wurden analysiert und 
ergaben die auf nachstehender Tabelle ausgefiihrten Analysen- 
resultate. (Siehe auch die Kurve III, Fig. 1.) 


Tabelle Il. Isotherme bei 55°. 














ae EEE nd 
Ergebnisse der Analyse Prozentische Zusammen- 
bteiiilee in Grammen setzung der Lésungen 
HO Globulin MgSO, HO Globulin MgSO, 
a 4.9706 0.0579 0.0205 YS 45 1.14 O40 
bh 5.6991 0.1262 0.0521 96,97 2,14 O88 
¢ D.3d89 0.1880 0.0904 95.05 3.34 1.60 
d D,74-41 0.3260 0.3629 89,29 5,06 DO4 
e 4.7702 0.1720 O.a991 86,08 310 10.81 
[ 8.0320 0.2021 1.5236 84.03 2.11 15 84 
g 7,4810 0.0640 1.6450 81.40 0.69 17,90 
h 6.3064 — 1.6950 TRS — 21.18 








Es muf betont werden, daf die LOsungen auch nach der 
Filtration opalescent und etwas triibe geblieben sind, was uns 
zeigt, daB mit der Temperatur von 55° man sich der Zone der 
rreversibeln Priizipitation des Globulins niihert. 

Bei héheren Temperaturen nimmt in der Tat die Triibung 
ler LOsungen zu, und ist stirker oder schwiicher, je nachdem 
ue Konzentration des Magnesiumsulfats zu- oder abnimmt, und 
diese Triibung verschwindet nicht mehr bei Hinzufiigen von 
Wasser, was uns beweist, dah die Priizipitation des Globulins 


‘ellweise irreversibel ist. 











V. Scaffidi, 


-_-~ 
el 


Ich habe zuerst versucht, ob es méglich wire, die Menge 
des bei Temperaturen von 55—70° irreversibel niedergeschla- 
genenu Globulins fiir einige Magnesiumsulfatkonzentrationen einzel), 
zu bestimmen, aber dies ist mir nicht gelungen, da es sich um 
zu kleine Quantitiéiten handelt und die Tsolierung des leichten 
Niederschlags vermittelst eines Filters zu sehwierig war. 

Ms taucht hier die Frage auf, ob man bei Temperaturen 
liber 55° noeh von einem Gleichgewichtszustand sprechen darf, 
weil, wie bekannt, die vollstiindige Reversibilitét des Vorganges 
die essenticlle Bedingung fiir das Zustandekommen des Gleich- 
gewichts bet jedem System ist. 

Diese Frage wurde schon von Prof. Galeotti?) zum Teil 
besprochen und zwar in bezug auf die Priizipitation des Albumins 
durch Schwermetallsalze und er kommt zu folgenden Schiltissen: 
erstens, daly wenn der irreversibel niedergeschlagene Teil sehr 
klein ist, man die Reaktion als vollsténdig reversibel und wirk- 
lichen Gleichgewichtszusténden zustrebend betrachten dart. 

Zweitens, wenn dieser Teil nicht vernachliissigt werden 
kann, dann von einem Pseudo-Gleichgewicht zu sprechen ist, 
und den geometrischen Orten, welche die Endzustiinde der Reak- 
tionen darstellen, eine besondere Bedeutung zuschreiben mul). 

Auch in diesem Falle jedoeh hat die graphische Losung 
des Problems einen praktischen Wert, da die gezeichneten Kurven 
und Obertliichen uns immer in die Lage versetzen, festzustellen, 
ob ein gegebenes System aus einer oder mehreren Phasen zu- 
summengesetzt ist und welches die Konstitution jeder einzelnen 
Phase sein. wird. 

Aus den in obenstehender Tabelle angefiihrten Werten 
ergibt sich, dab fiir alle MgSO,-Konzentrationen die Loslichkeit 
des Globulins bet 55° kleiner ist als bei 40° In der Tat, wenn 
man auf derselben Ebene die Isotherme bei 55° und die Iso- 
therme bei 40° konstruiert, kann man sofort feststellen, dab die 
erste ganz in der zweiten enthalten ist. Bel héheren MgsO,- 
Konzentrationen, welche 17,90 iibersteigen, vermindert sich dic 
Loslichkeit des Globulins sehr schnell und dieses Protein schlig! 


') Galeotti, Gilt die Phasenregel auch fiir Kolloide? Diese Zei!- 
schrift, Bd. LIV, S. 6, 1906. 
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Fig. 1. 
I. Die Isotherme bei 70°. 
I]. Projektion der Gefrierkurve auf die Grundfliiche des Prismas. 
Ill. Die Isotherme bei 55°. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LII, Tafel 1. 
Zu «Scaffidi, Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkorpern und Elektrolyte: 


Verlag von Karl J. Triibner in Stratbury 











die Gleichgewichte zwischen Eiweifkérpern u. Elektrolyten. V, to) 


a 


ch vollstandig nieder, wenn die Fliissigkeit mit MgSO, ge- 


-jittigt ist. 


Ilsotherme bei 70°. 


Der irreversibel niedergeschlagene Teil ist bei dieser Tem- 


veratur bedeutend grofer als bet 55°. Die sehr triiben Losungen, 


welche man erhélt, indem man flissige Phasen von schon bei 


Zimmertemperatur im Gleichgewicht befindlichen Systemen in 
einem Bad von 70° schiittelt, kGnnen nicht mehr filtriert werden. 

Ich habe es deshalb fiir gut befunden, die bisher angewandte 
inalytische Methode aufzugeben und eine einfachere und raschere, 
schon nieht so genaue titrimetrische Methode anzuwenden. 


Kin Probierglas wird in ein Bad von 70° gestellt. 
siefje ich eine bestimmte Menge einer genau titrierten Magnesium- 


silfatlOsung, und 
tropfenweise aus einer biirette eine vorher titrierte Losung von 


In das Glas 


dann fuge ich unter bestiindigem Schiitteln 


Globulin und MgSO, hinzu, indem ich sofort aufhore, wenn sich 


eine deutliche Triibung bildet. 
Vermittelst einer eiufachen Berechnung erhalte ich die 


Konzentration dieser in bezug auf Globulin bei der obenge- 
Diese Werte sind 


nunnten Temperatur gesittigten Losungen. 


n folzender Tabelle angefihrt. 


Fig. | konstruiert. 


ry 
Tal 


elle IT. 


Isotherme bei 70°. 


Mit denselben wurde die Kurve | 





Ergebnisse der Analyse 


in Grammen 


Prozentische Zusammen- 


setzung der LOsungen 





ingen 
H,O Globulin MgSO, HO Globulin Mgs0, 
4.4810 0.0155 0.0321 Ys 95 O34 0.71 
4.9029 0.0281 0.1275 96,92 D5 2.52 
4.9322 0.0600 2586 G41 1 1.14 t.74 
4.9004 0.0623 0.3642 92. O00) 1.17 6.83 
e 4.4400 0.0879 0.4602 84.0] 1.76 9.22 
7.2201 0.0834 1.1196 85.7) 1.00 13,29 
i 6.2774 0.0278 1.1463 84,24 O37 15.38 
5.8823 0.0055 1.2629 82.26 0.07 17.67 














t6 V. Scaffidi, 


Aus der mit den obigen Werten konstruierten Isotherme 
ergibt sich, daf die Loslichkeit des Globulins fiir alle MgSO - 
Losungen bei 70° bedeutend-kleiner ist als bei 55°, und dat) 
bei dieser Temperatur von 70° eine kleinere Konzentration vo; 
MgSO, geniigt, um die vollstiindige Priizipitation dieses Protein: 
herbeizufiihren. 

Kougulationskurve. 

Aus einer GlobulinlOsung, die bis zur Koagulationstem- 
peratur gebracht wird, schliigt sich der Eiweibkorper vollstiindig 
nieder, und es bleibt eine reine Salzlésung. Die Koagulations- 
kurve liegt folglich ganz auf der (HO,, MgSO,, T)-Ebene und bildet 
naturgemiél die oberste Grenze der Gleichgewichtsoberfliiche: 
die Kurve selbst jedoch kann nicht als eine Gleichgewichtskurye 
betrachtet werden, denn in den Losungen, welche sie darstell! 
ist das Globulin voéllig irreversibel medergeschlagen. 

Die Punkte dieser Kurve wurden folgendermaben erhalten 
lech habe verschiedene genau titrierte LOsungen von Magnesiuin- 
sulfat bereitet, welchen ich dann stets die gleiche Menge Globulin 
(0.0278 ¢g in lO cem Fliissigkeit) hinzugeftiet habe. Jede einzelne 
dieser LOsungen wurde in ein Bad gestellt, dessen Temperatur 
langsam erhoht wurde, hierauf wurde der Temperaturpunkt, he: 
welehem die Fliissigkeit) ganz undurechsichtig geworden war, 
festgestellt. Wihrend der ganzen Zeit der Erwiirmung wurde 
die Losung bestiindig geschiittelt. 

Aut folgender Tabelle finden sich die Daten dieser Ver- 
suche verzeichnet, und zwar die Konzentrationen der Mag- 
nesiumsulfatlosungen, in welehen die Koagulation des Globulin: 
vor sich ging, und die Koagulationstemperaturen, Mit diesen 
Daten habe ich die Kurve unter Fig. 2 konstruiert, indem. tcl 
die Prozente des MgSO, auf die Abszissen, und die Koagui- 
tionstemperaturen auf die Ordinaten iibertragen habe. 

Man ersieht aus dieser Kurve, dai der Koagulationspunk! 
Minimalwerte bei niedrigen) MgSO,-Konzentrationen aufwei-' 
dal diese Werte dann bei hGheren Konzentrationen des saize> 
erst rasch, dann langsamer ansteigen, um darauf wieder zu fall: 
und endlich bei héchster Konzentration des MgSO, betne 


konstant auf 72° zu verwellen. 
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Fig. 2. 


Die Koagulationskurve. 


H°0 MsS(+ 








Kig. 3. 


Projektion der Gefrierkurve auf die (H,O, MgSO,, T)-Ebene. 


pe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LII, Tafel 2. 
Scaffidi, Uber die Gleichgewichte zwischen EiweifSkorpern und Elektrolyten:. 


Verlag von Karl J Tribuer in StraGbure 























befindlichen. fltissigen Phasen darstellt. 


Ks ist also notig, diese Kurve zu bestimmen, abet 


i per die Gleichgewichte zwischen Eiweifk6rpern u. Elektrolyten. V +7 
Tabelle Ill Koagulationskurve. 
Ergebnisse der Analyse | Prozentische Zusammen- 
aus In Grammen setzung der Losungen 1 
HO MgsQ, HO MgsO, 
10.4564 O.O7)D8 YY 22 0.77 TOD 
ty Y $504 O1114 YS.85 1.16 70.7 
LO 4b O.1471 98.6] 1.38 71.5 
d LO4385 O 1828 98,28 1,72 13.09 
104825 O.2185 O74 2.05 14,3 
10.4265 ().2542 97 62 2.537 73.1 
10.3967 0.4326 96.00 3.99 75.7 
10.3668 O.6LLO Vp 44 D6 76,1 
10.3570 0.7894 G? 9] 7 OY 76.2 
LO.3071 O.9478 Q] 42 S.D8 TOA 
10,2774 1.1463 SU96 10,05 74.7 
10,2475 1.5256 S896 L144 14,0 
n 10.2176 | 5030 $7.18 12.82 73,3 
LOLS77 1.6814 SD.83 L416 12,9 
10.0982 ? 2166 81.99 18.00 72.8 
Gefrierkurve. 
Die Gleichgewichtsoberfliiche des Systems ist unter der 
Lhene T= 0° von einer bestimmten Kurve beerenzt. welche 


ou geometrischen Ort der Gefrierpunkte der im Gleichgewicht 


‘ach 


nub erst thre Bedeutung von einem theoretischen Standpunkte 


klarlegen. 
Die Punkte dieser Kurven 


sind singulére  triphas 


ische 


enn man das System als kondensiert denkt) und diese Phasen 


1? 


einerseits die Losung von Globulin und Mgs0,, ander- 


“ells Kis und Niederschlag von Globulin, welch letztere, gemischt, 


bk | 


Krvohydrat  bilden. 
betrachten wir eine Isothern 


ene, nicht weit unter T = 02%. 


i (Fig. 4) In irgend 


Dieselbe weist) einen 


emer 
mit 








4.8 V. Scaffidi, 


der von Prof. Galeotti schon festgestellten und gezeichneten 
lsotherme fiir T — 10° analogen Verlauf auf. Sie bleibt jedoch 
in der Niihe vom Gipfel H,O in einem Punkte p unterbrochen, 
welcher die Konzentration der an Globulin und MgSO, armsten 
Losungen darstellt, die bet der Temperatur, welche der Ebene 
der Isotherme entspricht, gefrieren. Diese Isotherme ist bei 
p unterbrochen, weil tiber p gegen H,O hin die Losungen he; 
der angegebenen Temperatur schon gefroren sind, und dies 
weil es eben stiirker verdiinnte LOsungen sind. 








Glob. MssS04 


Fig. 4. 


Der Punkt p kann als Schnittpunkt der Isotherme mit 
der Geraden 1¢m-+- Cg = C angesehen werden,?!) in welchem 
Cm die Konzentration des MgSO,, Cg die des Globulins und 
(. die gesamte molekuliire Konzentration bezeichnen, welche 
dem Gefrierpunkt entspricht, der der Temperatur der Ebene, 
in welcher die Isotherme und die Gerade liegen, gleichkomimit. 
Fiir jede unter T = 0° gelegene Ebene gibt es augenscheinlich 
nur einen Punkt p, wenn man annimmt, da fiir unser System 
die Phasenregel verwirklicht sei. Dies ist sehr wahrscheinlich, 
da in dem Verhalten des Systems, bei allen Konzentrationen 





‘) Wenn man der Einfachheit halber annimmt, dafi in der Losung 
keine chemische Verbindung zwischen Globulin und MgSO, stattfindet. 








i ber die Gleichgewichte zwischen Eiweifkorpern u. Elektrolyten. V. tO) 


und bet allen Temperaturen, keinerler Abweichungen konsta- 
tiert wurden. 

Fir die Ebene ‘T = 0° trifft der Punkt p aut den Giptel 
1.0. Von diesem Gipfel geht die gekriimmte Kurve, welche 


to 


die untere Grenze der Gleichgewichtsobertliiche bildet, aus, und 
diese Kurve endet bei dem Punkte, der den kryohydratischen Punkt 
der MgSO,-Losungen darstellt. Es liegt also dieser Endpunkt 
der Kurven in der lateralen Ebene des Prisma (H,O, MgsQ,, T). 
Die Gleichgewichtsoberflaiche, die fiir die Koagulationstempera- 
‘uven nach oben volikommen geschlossen erscheint, bleibt nach 
unten auf, oder man kann sich dieselbe hier durch die von der 
Geraden (a, p) (Fig. 4) abstammende entwickelbare Flache ab- 
reschlossen denken, 

tm festzustellen, wie das Gleichgewicht fiir alle Punkte 
des Temperaturprisma definiert ist, mub man auch die bedeu- 
tung der ebengenannten entwickelbaren§ Fliiche bestimmen. 
Deren Bedeutung wird klar, wenn man den Wert der Geraden 
u.p) beriicksichtigt. Die Punkte, welche auf derselben legen, 
stellen LGsungen dar, die die totale molekulare Konzentration C 
besitzen d. h. die Konzentration, die dem Gefrierpunkt entspricht, 
der der Temperatur der Ebene, in welcher die Gerade liegt, 
gleichkommt. Ein tiber dieser Geraden gegen den Gipfel H,O 
zu gelegener Punkt (z. B. der Punkt x) stellt ein System dar, 
das ins Gleichgewicht gebracht, sich in Eis und in eine Losung 
der Zusammensetzung y (Fig. 4) trennen wird. Die Gerade 
HO.v) ist die Konjugationsgerade, welche der Koesistenz der 
Phasen Eis und Loésung y entspricht. Punkte, die weiter nach 
rechts tiber der Konjugationsgeraden (H,O,p) liegen, stellen Sy- 
steme dar, die sich in ein Kryohydrat von Globulin und in die 
Losung p trennen. Das gleiche kann man fiir alle Ebenen 
unter T = O° sagen, und so sind die Gleichgewichtsbedingungen 
‘iir alle Punkte des Prisma, die unter der genannten entwickel- 
buren Fliiche liegen, festgestellt. 

Ich gehe nun dazu iiber, anzugeben, auf welche Weise 
und mit welcher Niiherung es mir gelungen, die gekriimmte 
Kurve, die ich Gefrierkurve genannt habe, zu bestimmen. Ich 
bemerke sogleich, daf, wie ja begreiflich, es nicht moglich ist, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LI. 4 

















Dy) V. Scaffidi, 


die Geraden(a,p) und deshalb auch nicht die entwickelbare Fliiche 
experimentell zu bestimmen, und zwar aus verschiedenen Griin- 
den, hauptsiichlich weil man das Molekulargewicht des Globulin; 
nicht kennt. So ist es mir auch nicht gelungen, die Punkte 
p auf direkte Weise zu bestimmen, namlich dadurch, dab man 
ber verschiedenen Temperaturen gesiittigte GlobulinlOsungey 
mit verschiedenem MgsO,-Gehalte gefrieren labt, das Kryohy- 
drat von der Losung trennt und die Lésung analysiert. fs 
steht diesem Vorgehen die auberordentliche Schwierigkeit einer 
solchen Trennung entgegen und macht es unanwendbar. [eh habe 
deshalb eine approximative Methode angewandt, mit Beachtung 
der Tatsache, dali die Loslichkeit des Globulins bei Tempe- 
raturen unter 10° nieht in nennenswerter Weise sich veréndert. 
Ks entstehen ber Abktihlung von im Gleichgewieht befindlicher 
Losungen keinerle: aufliillige Niederschliige und man kann des- 
halb annehmen, dab die Zusammensetzung einer im Gleichge- 
wicht befindlichen Losung von einer Temperatur, die sich ihrem 
Gefrierpunkt niihert, bis zu diesem selbst keine Veriinderungen 
erleidet, 

leh ging folgendermaben vor: 

Losungen von MgSO, und Globulin, bei Zimmertemperatt 
ins Gleichgewicht gebracht, wurden 2!/2 Stunden lang geschiitte!!, 
die weniger konzentrierten Losungen (a, b, c, d, e. f der Ta- 
belle 4) ber O08 die konzentrierten L6sungen (g, h der gleichen 
Tabelle) ber — 2° Man lief dann bei den entsprechenden ‘Tem- 
peraturen 6 Stunden lang absetzen, filtrierte rasch, stellte fii 
das Filtrat den Gefrierpunkt fest und analysierte es. Es kamen 
ganz genau titrierte Losungen von MgSO, zur Anwendung und 
diesen wurde reines, getrocknetes Globulin beigefiigt. Von jede: 
Losung wurde eine bestimmte Menge ganz genau abgewogen., 
eingedampft und der Trockenriickstand bestimmt. MgSO, ergib' 
sich aus einer Proportion: das Globulin aus der Differenz. 

Fiir die Losungen @ und h der Tabelle 4 wurde das Glo- 
bulin wie MgSO, direkt durch Wiaigen bestimmt. Der kryo- 
hydratische Punkt des MgSO,, dessen Daten in Tabelle 4 su) 
litt. i angegeben sind, wurde graphisch dargestellt, indem maw 
den Schnittpunkt der Loslichkeitskurve von MgSO, zwischen 
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und — 4° mit der Gefrierkurve konstruierte. 
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Diese Kurven 


vurden von mir durch geeignete analytische Bestimmungen 




















mittelt, die ich der Kiirze halber nicht wiedergebe. 
Tabelle IV. Gefrierkurve. 
Ergebnisse der Analyse | Prozentische Zusammen- 
in Grammen setzung der Losungen 
ingen 
H,O  =Gilobulin MgsO, H,O = =Globulin Mgs0, 
a 5.6273 0.0538 0.0355 Gs 44 4 (2 (9147 
b 9.2999 O11 O0604 46 87 2.02 1.11 1) 249 
C t.7982 0U0.1267 0.0736 95, 97 2.5) 1.45 0.314 
d 3.6675 O1057 0.0896 94.95 2.43 2.32 0.438 
e 96561 O.3682 0.4944 91.79 3.90) b7O0 OO] 
10.4040 O3392 0.7556 GW) 47 2 4 H.O7 1.102 
g 7.0720 OO974 1.2611 ats Mate! 1,15 14.96 3.13 
h 8.6420 O.0632 1.7269 82 74 60 16.55 3.72 
pom SO). . 10.9 +72 
Die Kurve, die man erhiéit, indem man die Gefrierpunkte 








er verschiedenen Losungen auf die Ordinaten und die Kon- 


zentrationen von MgSO, auf die Abszissen tibertragt, wie sie in 
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iterale Ebene des Prisma (H,O, MgSO,, T). 


gy. 3 abgebildet, ist die Projektion der Gefrierkurve auf die 


Die Kurve. die 


man erhalt, wenn man auf die gewOhnliche Weise die Konzen- 


‘rationswerte auf die dreieckige Grundfliche des Prisma ubertragt, 


‘ellt mit gentigender Anniherung die Projektion der Gefrier- 


curve auf diese Grundflache dar, und wir erhalten demgeméaf} aus 


irem Verlaufe eine Anschauung iiber die untere Offnung der 


(reichgewichtsoberfliiche, das ist iber die entwickelbare Flache, 
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on der schon oft die Rede gewesen. 
origen kann man die Gefrierkurve leicht im Raume nach den 


Fig. 1, 


Kurve II.) 


Im 


if der vorhergehenden Tabelle verzeichneten Daten konstruieren. 
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Gleichgewichtsoberfliche. 


Ich habe die gesamte Gleichgewichtsobertliche des ganzen 
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ystems konstruiert mit Verwendung der drei von Prof. Ga- 








y? V. Scaffidi. 


leotti gezeichneten Isothermen und der vier Kurven, die ich 
bestimmt habe. Alle diese Kurven sind auf Pappe gezeichnet 
worden und die Flachen, die jede deckt, sorgfaltig ausgeschnitten, 
Die so erhaltenen Stiicke Pappe sind auf ein Holzbrettchen, 
je 15 em voneinander und unter sich parallel, in senkrechter 
Stellung befestigt worden. Auf das Brettchen wurde oben die 
Koagulationskurve (wie aus Fig. 2 ersichtlich) und unten die 


Projektion der Gefrierkurve (wie aus Fig. 3 ersichtlich) ge 
zeichnet. Auf diese letzlere wurde das Stick Pappe, das die 
Kliiche der Gefrierkurve darstellt (wie sie in Fig. 1, sub [| 
gezeichnet), senkrecht fixiert. Die Zwischenraume zwischen allen 
Stiicken Pappe wurden mit Lehm ausgeftillt und so stellte ich 
die Oberfliiche dar, wie sie in Fig. 5 und 6 wiedergegeben, 

Aus der Betrachtung derselben ergibt sich erstens, wie 
die Loslichkeit des Globulins in’ den verschiedenen MgSO,- 
Losungen mit den Temperaturen wechselt. Fir schwiichere 
MgSO,-Losungen steigt die Loslichkeit des Globulins von 0° bis 40° 
allmiihlich und eleichmibig an: ber 40° erreicht sie ein Maxi- 
mum, féillt dann wieder rasch ab bis zur Koagulationstempera- 
tur. Fir stiirkere Losungen von MgSO, steigt die Léslichkeit 
des Globulins von unter 0° bis 25°, wo sie ihr Maximum erreicht. 
fillt dann raseh ab, soda die Gleichgewichtsoberfliiche bei 
40° eine Vertiefung aufweist und bleibt dann ziemlich konstani 
bis zum Koagulationspunkte. 

Wenn man den Rand der Gleichgewichtsoberflache nach 
rechts zu betrachtet (Fig. 5), sieht man, wie die Temperatur 
auf die giinzliche Fiillung des Globulins in den Losungen von 
MgsSO,, die der Séttigung nahe kommen, wirkt. Es zeigt sich, 
dali die Menge des Salzes, welche zur giinzlichen Fiillung des 
Globulins notig ist, bei niedrigeren Temperaturen geringer ist: 
bei 40° ihr Maximum erreicht und dann wieder rasch abnimmt. 
Uber 40° ist die fallende Wirkung des Salzes auf das Globulin 
also von seiner Loslichkeit unabhangig. 

Die Obertliiche, die ich ermittelte, gentigt, um die Gleich- 
gewichtsbedingungen fiir jeden Punkt des Prisma, der zwischen 
den beiden Ebenen gelegen, die der niedrigsten Gefriertempe- 
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ratur (— 4,72°) und der héchsten Koagulationstemperatur (+ 76,2° 
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LO. MgSO,, To-Ebene erscheint. 
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entsprechen, zu bestimmen. Unter, respektiv uber diesen Tem- 
peraturen konnen keine Globulinlésungen bestehen. 

Ks sel irgend ein System von Globulin, Wasser und MgSq, 
vegeben: man wird sogleich bestimmen kénnen, ob der Punkt, 
der dieses System darstellt, innerhalb oder auberhalb der Gleich- 
cewichtsoberfliche liegt. In ersterem Falle entspricht das System 
einer einfachen Losung von Globulin und MgSO,, im zweiten 
wird das System aber in zwei Phasen sich teilen, nimlich 
in einen Niederschlag von Globulin und in eine Losung, deren 
Zusammensetzung sogleich feststellbar ist, indem man den Punkt 
aufsucht, in welchem die Konjugationsgerade, die durch den Punkt 
ceht, der das gegebene System darstellt, die Gleichgewichts- 
oberfliche trifft. Nach dieser Oberfliiche kann man auch be- 
stimmen, bei welcher Temperatur eine gegebene LOosung von 
Globulin und MgSO, gefriert oder gerinnt. 

So ist das Problem des Gleichgewichts fiir jedes System 
Globulin, H,O und MgSO, und fiir jede Temperatur, bei welcher 
eine GlobulinlOsung bestehen kann, vollstiindig erledigt. 








Uber den Phosphorgehalt einiger aus Pflanzensamen darge- 
stellter Lecithinpraparate. 
Von 
E. Schulze. 


Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1907. 


Die Arbeiten von E. Steiger, A. Likiernik und mir?) 
haben zu einem Verfahren zur Darstellung von Lecithin aus 
Pflanzensamen gefiihrt, welches in folgendem besteht: Die auf 
das feinste zerriebenen Samen werden, nachdem sie zuvor mil 
Hilfe von Ather so vollstiindig wie méglich vom Fett befreit 
worden sind, bei einer Temperatur von ca. 50° mit absolutem 
Alkohol extrahiert. Man dunstet den filtrierten Extrakt bei der 
gleichen Temperatur in einer Sehale ein und behandelt den 
Verdampfungsriickstand mit Ather, der das Lecithin aufnimmt 
(es ist zweekmiibig, dabei etwas Wasser zuzusetzen.) Die dthe- 
rische Lecithinl6sung wird zur Reinigung in einem Scheide- 
trichter mehrmals mit Wasser durchgeschiittelt: die Beseiti- 
gung der dabei hiiutig entstehenden Emulsionen gelingt in der 
Regel, indem man Kochsalzkrystalle in den Scheidetrichter 
bringt und dann noch einmal durchsehiittelt. Keim Abdestil- 
lieren der von der wiisserigen Schicht getrennten iitherischen 
Losung?) bleibt das Lecithin zurtick. 

Dieses Verfahren beruht auf der Tatsache, dai bei Be- 
handlung der fein zerriebenen Samen mit Ather nur ein Teil 
des Lecithins in Losung geht, wahrend der Rest sich, wahr- 
scheinlich in Verbindung mit einer EiweiSsubstanz, in der ent- 
fetteten Masse vortindet, aus dieser aber durch heifen Alkoho! 
extrahiert werden kann. 

1, Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 365, und Bd. XY. S. 405. 

*, Es ist zweckmiéfig, diese atherische Losung vor dem Abdestil- 


lieren mit Hilfe von wasserfreiem Natriumsulfat zu entwiassern. 
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osphorgehalt aus Pilanzensamen hergesteliter Lecithinpriiparate. 0 


Dali die nach diesem Verfahren aus den Samen gewon- 
genen Produkte Lecithin waren, haben wir hauptsiéchlich 
durch Untersuchung ihrer Spaitungsprodukte bewiesen: doch 
yarden auch in emigen Praparaten Phosphorbestimmungen ge- 
macht. Da wir das Lecithin nicht zum Krystallisieren zu bringen 
yermochten, so suchten wir es zu reinigen, indem wir es in 
heifem Alkohol Josten und durch Abktihlung dieser Loésung 
oartiell wieder zur Abscheidung brachten. Zwei in solcher 
\Veise behandelte Prapurate aus den Samen von Vicia sativa 
und Lupinus luteus gaben bei der Analvse folgende Resultate: 

I. II. 
P 3.67 ° ; 8.69% 

Diese Zahlen legen den fiir das Dioleyllecithin und das 
Histearyllecithin berechneten Werten (3,86 und 5,84°/0 P) sehr 
nahe, wihrend dem Dipalmityllecithin ein etwas hoherer Phos- 
phorgehalt (4,12°/0) zukommt. Fast der gleiche Phosphorgehalt 
fand sich aber auch in den Rohprodukten, d. h. in den Ver- 
dampfungsriickstiinden der durch Schiitteln mit Wasser gereinigten 
‘itherischen Lecithinlosungen: drei solche Produkte enthielten 
nach den von E. Steiger und von A. Likiernik ausgefiihrten 
bestimmungen 3,40, 3,70 und 3,81°% 0 P. 

EKinen weit niedrigeren Phosphorgehalt, nur ca. 2°/o P, 
besafen die von S. Frankfurt und mir?) untersuchten Lecithin- 
nriiparate, die aus Cerealiensamen, niémlich aus Roggen- und 
Gierstenkérnern, dargestellt worden waren. In weiterer Ver- 
folgung dieser Wahrnehmung entdeckten E. Winterstein und 
0. Hiestand?) in den aus Cerealiensamen dargestellten Lecithin- 
priparaten einen betriachtlichen Gehalt an Kohlenhydrat: letzteres 
wird in Form eines die Fehlingsche Loésung reduzierenden 
Zuckers abgespalten, wenn man jene Priiparate einige Stunden 
ling mit 6°%/oiger Schwefeisiure kocht. Ein aus Weizen dar- 
vestelltes Praparat lieferte bei solcher Behandlung ca. 16°/o 


/, icker, 


', Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. XLII, S. 310. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 496; ausfiihrlichere Angaben finden 
in der Inauguraidissertation O. Hiestands, Ziirich 1906. 
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Ungefihr die gleiche Zuckermenge lieferte aber auch ein 
aus den Samen von Lapinus albus dargestelltes Priiparat, in 
welehem 2,74°'o Phosphor gefunden wurden.') Auch Lecithin- 
praparate, die aus dem bliittenstaub der Kiefer und der Erle, 
sowie aus dem = Steinpilz (Boletus edulis) gewonnen wurden, 
gaben beim Kochen mit Schwefelsiure eine die Fehlingsche 
Losung reduzierende Fltissigkeit, doch war die Quantitiit: der 
reduzierenden Substanz beim Steinpilz nur gering. 

lin Hinbhek auf diese Befunde mute sich die Frage auf- 
driingen, ob auch das Lecithin aus den Samen von Vicia sativa 
und Lupinus luteus Kohlenhydrat enthielt und ob nicht etwa die 
fur den Phosphorgehalt) der beztiglichen Priiparate friiher ge- 
fundenen Zahlen mit Fehlern behaftet waren. Wir haben daher 
uufs neue, nach dem oben beschriebenen Verfahren, aus den 
genannten Samen, auberdem auch noch aus den Samen. der 
Arve (Pinus Cembra), Lecithin dargestellt und dasselbe auf 
seinen Phosphorgehalt sowie auf eine beimengung von Kohlen- 
hydrat untersucht. Das aus Lupinus luteus gewonnene Priiparat 
lieferte in cinem von Ek. Winterstein ausgeftihrten Versuche 
beim Kochen mit 6° o1iger Schwefelsiiure nur 1,1°/o Zucker, 
wober noch zu bemerken ist, dab die ditherische LOsung dieses 
Priiparats nur einmal mit Wasser durchgeschiittelt worden war, 
(ber wiederholtem Durehschiitteln mit Wasser wiirde vielleich! 
der Kohlenhydratgehalt des Priiparats noch verringert worden 
sein). Etwas hoher, naimlich = 3°/o. war die Zuckermenge, 
die von dem aus den Samen yon Vicia sativa dargestellten 
Lecithin beim Erhitzen mit 6°, iger Schwetfelsiiure geliefert wurde. 
Die iitherische Losung dieses Praparats war wiederholt mil 
Wasser durchgeschiittel worden: es wurde dabei konstatiert, 
dab durch die oftere Wiederholung dieser Operation der Kohlen- 
hydratgehalt des Priiparats zwar verringert, aber doch nich 
ganz beseitigt werden konnte. Ein aus den Samen von Lupinus 
albus in der gleichen Weise dargestelltes Priiparat lieferte 4° 
Zucker, also viel weniger, als das aus einem anderen Muster 
der gleichen Samenart stammende Lecithin, welches friiher in 


') Dieses Praparat war in einer Fabrik dargestellt und spiiter ver- 


schiedenen Reinigungsoperationen unterworfen worden. 
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<erem Laboratorium untersucht wurde. Es ist nun darauf 
aifmerksam zu machen, dab durch einen Kohlenhydratgehalt 
you nur 1—#"/o der Phosphorgehalt der beztiglichen Lecithin- 
priparate nur wenig erniedrigt werden kann. (Cesetzt z. B.. 
dafi man einem Lecithin, dessen Phosphorgehalt 5.86° 0 betrigt, 
Kohlenhydrat im Betrage von 4°/o beimengt, so wiirde sein 
Phosphorgehalt sich dadurch nur auf 5,71° 0 erniedrigen. 

Als frei von Kohlenhydrat erwies sich das aus den Arven- 
samen dargestellte Lecithin: in einem von KE. Winterstein 
ausgefiihrten Versuche lieferte dasselbe beim Erhitzen mit 6°, 0 iger 
Schwefelsiture keine die Fehlingsche Losung reduzierende 
I liissigkeit. 

Dali das aus den Pflanzen dargestellte Lecithin nicht immer 
Kohlenhydrat einsehliebt, geht auch aus den Versuchen von 
i Winterstein und 0. Hiestand hervor: denn in den lecithin- 
haltigen Atherextrakten, die von ihnen wus Samen oder anderen 
Pilanzenteilen dargestelll wurden, konnte nicht in allen Fillen 
dus Vorhandensein von Kohlenhydrat nachgewiesen werden. ') 

Ich gehe nun zur Mittetlung der Resultate fiber, die wir 
bei Bestimmung des Phosphorgehalts der aus den Samen von 
Lupinus futeus, Vicia sativa und Pinus Cembra dargestellten 
Lecithinpriiparate erhielten.?) Bei Ausfiihrung der Bestimmungen 
wurde das Lecithin in einer Platinschale unter Zusatz von Soda 
und Salpeter verbrannt: aus der mit Salzsaure neutralisierten 
Losung des Riickstandes wurde sodann die Phosphorsiéure in 
form von Ammoniummagnesiumphosphat in bekannter Weise 
cefallt. 


a) Lecithin aus den Samen von Lupinus luteus. 


Das Rohprodukt, erhalten beim Abdestillieren der durch 
Schiitteln mit Wasser gereinigten atherischen Lecithinlésung, 
wurde mit Aceton iibergossen und dann kriiftig durchgerihrt, 
um etwa vorhandenes Fett oder andere in Aceton lOsliche Stoffe, 


1) Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen auch in dieser Zeit- 
rift bald zur Publikation gelangen. 

*) In dem aus Lupinus albus dargestellten Lecithinpriiparat haben 
eine Bestimmung nicht ausgefihrt. 
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welche beigemengt waren, wenigstens teilweise zu entfernen. 
Die Losung wurde abgegossen,!) der in Aceton unlosliche Tei! 
des Pritparats zuerst tiber Schwefelsiure, dann kurze Zeit im 
Luftbade ber 80° getrocknet, hierauf zur Phosphorbestimmung 
verwendet : 

0.5851 g Substanz gaben 0.0728 g Mg,P,0, —= 3.46°%/o P. 

Kin Teil des gleichen Priiparates wurde in Ather gelost, 
die Lésung mit Aceton versetzt, das ausgefallte Lecithin mit 
Aceton gewaschen, dann zuerst itiber Schwefelsaéure, hierauf 
kurze Zeit bet 100° getrocknet. Die Phosphorbestimmung in 
diesem Produkte gab folgendes Resultat: 

1.092 ¢ Substanz gaben 0.1394 g¢ Mg,P,O- 3,.55°%,o P. 

Kin anderer Teil des gleichen Priparats wurde aus iithe- 
rischer LOsung mit Methylacetat gefallt (ein nach Versuchen 
von KE. Winterstein und ©. Hiestand zur Reinigung des 
Lecithins geeignetes Verfahren): dann wurde es getrocknet und 
zur Phosphorbestimmuug verwendet: 

0.8742 ¢ Substanz gaben O,L180 g¢ Mg,P,0. = 3.76%  P. 

Die in den letzten beiden Bestimmungen erhaltenen Zahlen, 
deren Durehschnitt 3.66°/o ist, stimmen gut mit dem Resultat 
iiberein, das wir friiher fiir das durch Aufl6sen in heiBem Alkohol 
und Wiederabscheiden mittels Abkiihlens gereinigte Leeithin- 
priiparat gleicher Herkunft erhalten haben: die erste der im 
vorigen aufgefiithrten 3 Bestimmungen gab ein etwas niedrigeres 
Resultat: die Differenz ist aber nicht bedeutend und [abt sich 
aus der Darstellungsweise dieses Priiparats erkliiren. 

b) Lecithin aus den Samen von Vicia sativa. 

Das beim Abdestillieren der*durch Schiitteln mit Wasser 
gereinigten jitherischen Lésung zuriiekgebliebene Lecithin wurde 
mit Aceton tibergossen und sodann kriiftig durchgeriihrt. Die 
Losung wurde abgegossen, der ungelést gebliebene Teil des 
Priiparates zuerst iiber Schwefelsiiure, dann kurze Zeit bet 80° 
getrocknet, hierauf zur Phosphorsiiurebestimmung verwendet : 

O418 g Substanz gaben 0.0528 g Mg,P,0, 3,01 %o P. 
‘) Diese Lésung gab beim Verdunsten nur einen der Quantitaét nach 


nicht bedeutenden Riickstand. Derselbe war phosphorhaltig; es war also 


durch das Aceton auch etwas Lecithin gelést worden. 
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Der Rest des Priiparates wurde in Ather gelist, die Lésung 
mit Methvlacetat versetzt, das dadurch gefallte Lecithin nach 
dem Abgieben der Losung getrocknet und sodann zur Phos- 
phorbestimmung verwendet: 

0.31383 g Substanz (zuerst ther Schwefelsiure, dann bei 100° getrocknet) 
gaben 0,0403 g Mg,P,0, = 3,62 °/o P. 


e) Lecithin aus den Samen von Pinus Cembra. 


Da dieses Produkt friiher noch nicht untersucht worden 
ist, so priften wir, ob es sich beim Erhitzen mit Barytwasser 
wie Leeithin verhalte. Dies war auch der Fall: wir erhielten 
als Produkte auber den barytsalzen fetter Sauren Cholin (iden- 
tiliziert durch Untersuchung seines Chlorids sowie des Chlor- 
aurats und des Chloroplatinats) und ein im Verhalten dem gly- 
cerinphosphorsauren Baryvum gleichendes Baryumsalz.') 

Zur Vorbereitung fiir die Analyse wurde dieses Lecithin 
mit Aceton tibergossen und dann kriiftig durchgertihrt; der in 
Aceton unl6ésliche Teil des Priparates wurde nach dem Ab- 
seen der Lésung zuerst iiber Schwefelsiiure, dann bei 80° 
celtrocknet. Die Phosphorbestimmung gab folgendes Resultat: 

0,4702 ¢ Substanz gaben 0.0608 g Mg,P,0, = 3,60°% 0 P. 

Auch diese Zahl liegt den bei Untersuchung der Lecithin- 
priparate pflanzlicher Herkunft friher von uns erhaltenen Zahlen 


nahe. 


Da wir von den in den pflanzlichen Lecithinen enthaltenen 
rettsiiuren bis jetzt nur unvollstiindige Kenntnis haben?) so laébt 
‘ich nicht genau sagen, welchen Phosphorgehalt die aus Pflanzen- 
-amen dargestellten Lecithinpriiparate, wenn sie frei von Kohlen- 
ivdraten und von Beimengungen anderer Art sind, besitzen 


1, Ausfiihrlichere Mitteilungen tiber diese Versuche sollen in einer 
Abhandlung «Uber die Bestandteile der Samen von Pinus Gembra» an 
nderer Stelle gemacht werden. 

2) Unter den Siiuren, die bei der Spaltung des aus Leguminosen- 
men dargestellten Lecithins entstanden, konnten A. Likiernik und ich 

c. cit.) Olsiure nachweisen: daneben erhielten wir aus diesem Lecithin 
‘in Gemenge fester Fettsauren, welches nach seinem Schmelzpunkte (56 °) 


Gemisch von Stearinsiiure und Palmitinsiure sein konnte. 
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miissen: doch ist es nicht unwahrscheinlich, dal in solchen 
Falle thr Phosphorgehalt zwischen den ftir das Dioleyl-, Diste- 
arvl- und Dipalmityllecithin sich berechnenden Werten liegt 
und etwa gleich 3.995 ist (womit aber nicht gesagt sein sol! 
dali an der Konstitution der pflanzlichen Lecithine nur Olsiiure, 
Stearminsiiure und Palmitinsiiure sich beteiligen). Da nun in dey 
pllanzlichen Lecithinen in der Regel ein hinter jenem Betrage 
und sogar hinter der ftir das Distearyllecithin berechneten Zah! 
zurickbleibender Phosphorgehalt gefunden wurde, so ist. es 
nicht unwahrscheinlich, dab die beziigiichen Praparate nich! 
aus ganz reinem Lecithin bestanden. Dieser Vermutung ent- 
spricht die Wahrnehmung, dafi die Lecithinpriiparate  hiiulig 
Kohlenhydrate einschlieben. Dai die Menge des Kohlenhydrats 
bald gréfer, bald geringer ist. erklairt) sich, wenn man. an- 
nimmi, dali in den beziighchen Priparaten neben reinem Loe- 
cithin Verbindungen von Lecithin mit Kohlenhydratgruppen. in 
wechselnder Menge sich vorfinden. [st einem Priiparat eine 
solche Verbindung nur in kleiner Quantitit beigemengt, so wird 
dadurch selbstverstiindlich sein Phosphorgehalt nur wenig er- 
niedrigt, 

Der sehr niedrige Phosphorgehalt der aus Cerealiensamen 
dargestellten Lecithinpriiparate labt sich nach den Versuchen 
von E. Winterstein und O. Hiestand nicht lediglich aus 
dem Wohlenhydratgehalt dieser Praparate erkliiren. 

Ks sei hier noch die schon von A. Likiernik und 
mir gemachte Beobachtung erwiihnt, dah bei Auflosung pflanz- 
licher Lecithinpraparate in heibem Alkohol nicht selten ein in 
diesem Losungsmittel sehr schwer loslicher Riickstand bleibt, 
dessen Quantitiit jedoch meistens nur gering ist. E. Winter- 
stein und ich!) fanden in einem solchen Rickstande 3,64° oP, 
in anderen Priiparaten gleicher Art jedoch einen geringeren 
Phosphorgehalt. Obwohl diese Riickstinde beim Erhitzen mil 
Barytwasser die Spaltungsprodukte des Lecithins gaben, so is! 
nach den yon uns gemachten Beobachtungen doch nicht an- 
zunehmen, dal} sie reines Lecithin sind. Gibt also ein Lecithin- 
priiparat beim Losen in heibem Alkohol einen solchen Rtick- 
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stand. so ist schon aus diesem Grunde anzunehmen. dai) es 

n ganz reines Produkt Ist. 
Ks wird vielleicht gelingen, das pflanzliche Lecithin durch 
ederholtes Fallen mittels Aceton oder Methylacetat aus iithe- 
her Losung von beimengungen ganz zu befreien. Doch ist 
erwarten, dali die in dieser Weise erhaltenen Priiparate in 
Regel Gemenge melhrerer, von verschiedenen Fettsiuren 

} ableitender Lecithine sind, 

Ks wird sich empfehlen. eimge in solcher Weise gereinigte 
ecithinpraparate der vollstindigen Elementaranalyse zu unter- 
verfen. Dab wir in den im Beginn unserer Untersuchungen 
fiber das pflanzliche Lecithin dargestellten Priparaten nur den 
Phosphorgehalt, nicht aber den Gehalt an den andern Elemen- 
fen quantitativ bestimmt haben, hat seinen Grund darin, dab 
vir jene Priparate nicht fir ganz rein und demgemiil) auch 
den Wert einer vollstiindigen Elementaranalyse nur fiir gering 
dten muften. Wie schon oben bemerkt worden ist, haben 
ir damals den Beweis dafiir, dafi die von uns gewonnenen 
Substanzen Lecithin waren, vorzugsweise durch Darstellung 
hirer Spaltungsprodukte gefihrt. 

Dah die Fiillung durch Chlorcadmium und Wiederab- 
<-heidung aus der Cadmiumverbindung mittels Ammoncarbonat 
1) geeignetes Verfahren zur Reimigung des ptlanzlichen Leci- 
‘ins ist, kann nach den bis jetzt von uns gemachten Er- 
‘ahrungen nicht fiir sicher erklért werden. 

Fiir die Ausfiihrung der Phosphorbestimmungen, deren 
trvebnisse in dieser Abhandlung mitgeteilt worden sind, bin 
ch Herrn Dr. W. Bissegger zu Dank verpflichtet.?) 


') Die zweite Phosphorbestimmung im Lecithinpraparat b wurde 
n Herrn Charles Godet ausgefiihrt. 








Zur Analyse der Nucleinsauren. 
Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1907.) 


Vor einiger Zeit?) habe ich das Baryumsalz einer neuer 
Siure von der Formel C,H,.QO, beschrieben, die man durch: 
Oxydation der Nucleinsiiure mit Salpetersiiure -erhalt und dic 
augenscheinlich aus der Kohlehydratgruppe der Nucleinsiiure 
stummt. Bei der weiteren Untersuchung wurde gefunden, dai 
diese Siiure, die ich unpriijudizierlich «Epizuckersiiure» nenne. 
besonders mit organischen Basen gut  krystallisierende Salze 
liefert. So ist z. B. das saure Chininsalz ein in langen Nadeln 
krystallisierender Korper, der relativ schwer in Wasser |0s- 
lich ist, 

0.1480 ¢ verloren bei 100° 0,0102 ¢ und sittigten, nach Kjelda 
verbrannt, 4.9 cem © 10-Oxalsiiure == 6,89°/o H,O und 464° 0 N. 

Berechnet fiir: 
CH yN,O. - CgH,,O, + 2H,O : 6,32°/o H,O und 4,92 °/o N. 
Kine ausftihrliche Mittetlung wird demniichst in’ diese: 


Zeitschrift: erscheinen. 


') Diese Zeitschrift. Bd. L. S. S38. i 








Uber die Volhardsche Pepsinbestimmung. 
Von 
Dr. S. Kiittner. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Institutes fiir Expertmental-Medizin 


in St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1907.) 


Wenn man die grobe Zahl der Versuche und Methoden 
zur Pepsinbestimmung von nattirlichen Magensiiften und kiinst- 
lichen Magensaftpriiparaten tiberblickt, so haben bis auf solche, 
die auf physikalischer Grundlage beruhen, nur wenige einen 
bleibenden Wert behalten, d. h. die Méglichkeit gegeben, einen 
A\usdruck fiir den jeweiligen Gehalt an wirksamem Prinzip zu 
sehen. Es sind das die Schiitzsche Polarisationsmethode, die 
Mettesche EiweifSréhrchenbestimmung und die Volhardsche 
Tilrationsmethode. Wiihrend in dieser Arbeit die beiden ersten 
nur so weit besprochen werden sollen, als zum Verstiindnis und 
zum Vergleich mit der Volhardschen unbedingt notig ist, soll 
etytere eingehend erdrtert und thre Anwendbarkeit fiir die 
Praxis niiher beleuchtet werden. 

Das Verdienst, zuerst einen Ausdruck fiir die verdauende 
Kraft von Pepsinldsungen gefunden zu haben, gebiihrt wohl 
kK. Sehtitz.?) In seiner im Jahre 1885 auf Veranlassung von 
Professor Huppert veroffentlichten Arbeit fand Schiitz, dab 
die bet der peptischen Verdauung entstandenen Peptonmengen 
unter bestimmten Verhdltnissen direkt proportional sind den 
Wurzeln aus den angewandten Pepsinmengen. Als Pepsin- 
cluheit’ bezeichnete er die Pepsinmenge, die unter bestimmten 
Versuchsbedingungen 1 g Pepton zu bilden imstande ist, wobei 


') Eine Methode zur Bestimmung der relativen Pepsinmenge, Diese 
Zeitschrift, Bd. IX, S. 575 
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er unter Peptonen alle durch Fe,Cl, in neutralen Losungen unite; 
Kochen nicht fillbare linksdrehende Verdauungsprodukte des 
Hiihnereiweibes verstand. 

Die Mettesche!) Methode ist im Prinzip eine verbesserte 
Bidder und Schmidtsche,?) die sich wohl wegen ihrer schwerey 
Austfiihrbarkeit nicht in die Praxis einfiihren lief. Diese beidey 
Autoren schlugen vor, moglichst gleich grobe Zvlinder von koa- 
guliertem Eiweii der Verdauung zu unterwerfen und aus der 
Abnahme an Eiweib auf den Pepsingehalt zu schlieben. Mette 
verhalf diesem praktisch schwer ausfiihrbaren Gedanken zu 
Gelingen, indem er Hihnereiweifi in Rohrehen von ca. 11/2 mm 
lichter Weite koagulierte, diese der Verdauung unterwarf und aus 
der daber erfolgten Abnahme in Millimetern auf den Gehatlt 
an Pepsin schlob. Borissow?) fand dann spiiter, dab die von 
BE. Schiitz aufgestellte Regel auch auf die Mettesche Methode 
ausdehnbar sei; diese Beobachtung fiihrte dann zur sogenannten 
Schiitz-Borissowschen Regel. 

Vor einigen Jahren kam zu diesen beiden Methoden noch 
die Volhardsche.4) Diese stiitzt sich emerseits auf ein von 
Thomas und Weber.°) anderseits von Meunier®) angegebenes 
Verfahren. Beide gehen vom Casein aus — Thomas und 
Weber lésen in 1990 cem Wasser mit Hilfe von 3.2 g Atznatron 
(== 80 cem '/1-n-NaOH) oder 5.04 g Salzsiure (= 138 cem ! 1-n- 

HC!) 100 ¢ Casein auf. Die alkalische Losung dient zur be- 

stimmung von Trypsin, die saure fiir Pepsin. Nach beendeter | 
Verdauung wird eventuell mit Schwefelsiiure angesiiuert und ! 
mit 20°» Glaubersalzl6sung ausgesalzen. Nach dem Filtrieren : 


') Mette, Contribution de Vinnervation de la glande sous-stomacal. 
St. Petersburg [S889 (russisch). 

2, Bidder und Schmidt, Die Verdauungssiifte und der Stoll- 
wechsel, L852. 

/ Borissow, Uber Pepsinogen und Ubergang desselben in wirs- 
sames Pepsin. Dissertation. Aus der militér-mediz. Akademie St. Peters- 
burg, 1891 (russisch) 

4) Miinchener med. Wochenschrift, 1903, Nr. 49. 

5) Zentralblatt fiir Stoffwechsel- u. Verdauungskrankheiten, Bd. | 


S. 14 (1901). 
®) Comptes rendus des séances d. |. soc. de biologie, 1901. 
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wird der Niederschlag auf dem Filter mit warmem Wasser 
ausgewaschen, bis die letzten Spuren von Schwefelsiiure ver- 
«-hwunden, das Filler nebst unverdautem Casein getroeknet 


und gewogen und das Gewicht des unverdauten Eiweifes mit 


dem bei einem gleichen blinden Versuche ohne ‘Trypsin oder 
Pepsin erhaltenen verglichen. Die Menge des in Losung ge- 
cangenen Eiweibes gibt das Mab ab fiir die verdauende Kraft 
des zu bestimmenden Magensaftes. 

Nach Meunier!) wird der zu untersuchende Magensaft 
14 cem) mit Salzsiure (0,4 ecm pur) und 1 g Casein versetzt 
und gesehitittelt: nachdem sich das Casein abgesetzt hat, entnimmt 
man von der klaren EF ltissigkeit 2 ceém und bestimmt darin den 
Gehalt an freier Salzsiiure. Die tibrigen 10 ccm mit dem un- 
eelOsten Casein bleiben 24 Stunden im Wasserbade von 40°, 
Dann wird wiederum in 2 cem Filtrat die HCl bestimmt. Da 
durch Pepsinverdauung Salzsiure an Eiweib gebunden wird, 
driickt die Abnahme des Wertes fiir frere Siiture den Grad der 
Pensinwirkung aus. 

Aus diesen beiden Verfahren, von denen das erste sehr 
umstiindlich zwar ist, aber, wie Volhard selbst bestiitigt, genaue 
Resultate gibt, das zweite dagegen ziemlich nichtssagend ist, 
kombinierte Volhard folgende Methode. Er geht von einer 
<alzsauren CaseinlOsung aus, die im Liter 50 ¢ Casein gelost 

70 cem 1/4-n-HCl enthiilt: 100 com davon bezeichnet er als 
Stummloésung und jedesmal 100 ccm dienen ihm als Verdauungs- 
lisung bet seinen Versuchen. Volhard ging zuniichst von der 
\nsicht aus, dafi bei der Verdauung des Acidcaseins nur Salz- 
siiure abgespalten werde und dai ein Zuwachs an Salzsiure 
un Filtrate gegentiber der Stammlosung den jeweuligen Pepsin- 
echalt der zu priifenden Verdauungsflissigkeit anzeigen wirde. 
Naher verwendete er zuniichst als Indikatoren: Lackmus, Alizarin 
uid Nitrophenol. Es zeigte sich aber, dab gleichzeitig neben 
der Abspaltung von HCI aus dem Acideasein auch eine weitere 
Spaltung des Eiweifimolekiils stattfindet, dali somit die Titration 


Uber die Volhardsche Methode der quantitativen Pepsin- und 
osinbestimmung durch Titration. Hofmeisters Beitriige, Bd. VIL, 8. 120 


=~? 
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des Salzsiturezuwachses allein nicht das richtige Mah fiir die 
verdauende Kraft des Pepsins abgeben konnte. Auf Veranlassuny 
von Volhard arbeitete darum LOhlein!) die Methode weite; 
aus, wobei er einige Versuche Volhards aus einer anscheinesid 
nicht verOffentlichten Arbeit mitteilte. Nach Erwiihnung dieser 
Versuche es sind das 3. 6. 7 und 13 mit 14 zusammen 

schreibt LOhlein S. 125: «St6rend und einer weiteren Ver- 
breitung der Methode nicht giinstig waren zwei Umstiinde, die 
noch eine Verbesserung wiinschenswert machten. Einmal war 
die Herstellung der sauren Caseinl6sung nicht ganz leieht und 
selbst dem Geiibten konnte es passieren, daB bei Uberschreiten 
des ‘Temperaturoptimums von etwa 70° die Lésung plotzlich 
eelatinierte. Zum andern machte die Wahl des Indikators 
Schwierigkeiten.» LOhlein ging darum zur Natriumcaseinlosuneg 
ber und nahm als Indikator Phenolphthalein, wortiber er 5, 126 
schreibt: «Beziiglich des Indikators stellte sich heraus, dab das 
Wirkungsgesetz nicht beeintriichtigt wird, wenn man mit Phenol- 
phthalein tittiert, d. hb. wenn man nicht nur den Zuwachs an HCl. 
sondern zugleich den Zuwachs an Peptonen mittitriert. Es gel! 
daraus als wahrscheinlich, wenn auch nicht streng bewiesen. 
hervor, dab die im Laufe der Pepsinverdauung gebildeten Ver- 
dauungsprodukte anniihernd gleiches Alkalibindungsvermogen 
besitzen.» Das Ergebnis der von Volhard in salzsaurer und 
von Lohlein mit alkalischer CaseinlOsung erhaltenen Versuch 
schliebt Lohlein in folgenden Siétzen zusammen: «Die Resultule 
der mit der Volhardschen Methode ausgefiihrten Pepsinbe- 
stimmungen bestiitigen, dab das Verfahren bei nicht zu hoch- 
eradiger Fermentwirkung — wie sie durch zu groh gewiilille 
Magensaftmenge oder zu lange Zeit der Verdauung bedingt sein 
konnen — dem Gesetz von Sechiitz und Huppert entsprechend 
Werte liefert, doh. es verhalten sich die Aciditétszunahmen dc: 
Filtrate bet verschiedenen Mengen desselben Magensaftes unter 
gleichen Versuchsbedingungen wie die Quadratwurzeln aus den 


relativen Fermentmengen und den Verdauungszeiten: 


A:A,=Wru: View 
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ber A den Aeciditiitszuwachs, f die relative Fermentmenge, 
ie Verdauungszeit bedeutet. » 


Dann heifbt es weiter bet ihm Seite 134 unten: «Um 


\ciditiitszunahmen zu erhalten, die unter das Fermentgesetz 


aiien, wird man also zu kleine und zu grobe Werte durch 


ejonete Versuchsanordnung vermeiden miissen. Unter Ein- 
ttung dieser Bedingungen ermoglicht die Volhardsche Me- 


ode von den grobten bis zu den kleinsten Fermentmengen 
nen quantitativen Nachweis zu liefern. Denn es sind hem- 


mende Faktoren, wie sie die urspriingliche Mettesche Methode 


yveetgnet machten, durch die grobe Verdiinnung ausgeschaltet, 


lerseits ist) die Moglichkeit) gegeben, ber fermentarmen 


siften die Menge des zugesetzten Magensaftes bis zu etwa 


| 


YQ com zu erhohen (wobet immer noch eine Verdtinnung 1: 14 


finde), oder die Verdauungszeit zu verlingern, 

Zum Schiuh heibt es noch: «Fir die praktische Anwen- 
ne der Volhardschen Methode und eine einheitliche Be- 
chnung der durch den Versuch ermittelten Pepsinkonzen- 


iionen empfiehlt sich eine ganz analoge Ausdrucksweise, 


ie sie Volhard bei den fettspaltenden Fermenten durchgetiihrt 


if 


i 


Volhard bezeichnet als Pepsineinheit diejenige Ferment- 


enge, welche das Filtrat der ganzen angewandten Casein- 


nge um Lcem ™® 10 saurer machen wiirde. Durch den Ver- 


ich erhalten wir in dem Quotienten aus dem Acidititszuwachs, 


lividiert durch das Produkt t-f (Verdauungszeit und Anzahl 


er angewandten Kubikzentimeter Saft) den Verdauuungswert, 


den 1 eem Saft in 1 Stunde hefern wiirde. Dieser Wert ist 
it 2 oder 4 zu maultiplizieren, je nachdem 200 oder LOO com 


trat titriert wurden. Der so erhaltene Wert der Aciditiits- 


zunbahme fiir das Filtrat des gesamten Verdauungsgemisches 


(OO) unterhegt nattirliich auch dem Fermentgesetze und ist 


das Quadrat zu erheben, um die Konzentration des Saftes 
Pepsineinheiten auszudricken, Ftir die Pepsineinheit x gill 


ie Formel 
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Beispiel: Die Aciditat von 200 cem der Stammlosung nach 
Fiillung und Filtration set — 18.0 in 400 = 36.0. Die Aciditii! 
des Saftes sei 20 ¢em in 100 cem Saft. Im Versuch wird 
ber Digestion von 100 Caseinl6sung auf 300cem mit 3 cem Safi 
In 3Stunden nach Auffiillung mit Na,sSO, auf 400 und Filtration 
in ZOO Filtrat eine Aciditét von 32.7 in 400 = 65.4 ermittell. 
Davon sind abzuziehen fiir die Stammlésung 36.0 und fiir Saft- 


aciditat O.6: es verbleibt somiut 


DRX 
x = > > 3.2 
3-3 
X 10,24 Pepsineinheiten 


Fabt man nun das Resultat der Volhardschen Versuche 
zusammen, so labt sich dasselbe dahin priizisieren, dab man 
in bestimmten Grenzen aus den Aciditétszunahmen mit Hilfe 
der Schiitz-Borissowschen Regel auf den Pepsingehalt eines 
fraglichen Magensaftes resp. eines kiinstlichen Magensaftpriipa- 
rates schlieben kann. Leider geht aber aus der Arbeit selbst 
nicht hervor, wo diese Grenzen — sagen wir in ?/16-n-HE€] - 
ausgedriickt liegen: denn ino den verschiedensten Grenzen dev 
Aciditiitszunahme wurden in der LOhleinschen Arbeit teils auf 
die Schiitz-Borissowschen Regel stimmende, teils nicht dami 
in Einklang zu bringende Resultate erhalten. Hier aber aul 
die eimzelnen Daten niiher einzugehen, wiirde zu weit fiihren 
und muh daher auf die LOhleinsche Originalarbeit verwiesen 
werden. 

Da die Anwendbarkeit der Volhardsehen Methode sowolt! 
einen wissenschattlichen als auch praktischen Wert versprict! 
und bei ihrer Einfachheit als titvimetrische Methode aueh den 
Anspruch auf cine grobe Genauigkeit bei leichter Ausfiihrbarkei! 
zu machen imstande ist, so war es, wie schon in meiner voriget 
Arbeit?) erwithnt, beabsichtigt, auf sie an geeigneter Stelle 
zuruckzukommen. 

ber den nun folgenden Versuchen konnte entweder yon 
der urspriinglichen von Thomas und Weber eingefiihrten salz- 


Kittner. «Der Einfluf des Lecithins auf die Wirkung der Vi 


dauunystermente Inese Zeitschrift. Bd. L. S. 472. 
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-juren, oder der von LOhlein benutzten Natrium-Caseinl6sung 
ajsgegangen werden. Da aber bei Anwendung der letzteren 
durch das Ansiiuern mit Salzséure sich Kochsalz bildet, welches 
bekanntlich storend auf die peptische Verdauung einwirkt, so 
wurde, um eventuellen dabei méglichen Komplikationen aus 
dem Wege zu gehen, auf die salzsaure CaseinlOsung zuriick- 
cegriffen, die sich unter geeigneten Konzentrationsverhiiltnissen, 
wie spater noch ausfihrlich erwithnt, ohne welche Unzutriiglich- 
keiten in haltbarem Zustande darstellen laibt. 

Leider sind von LOhlein aus der Volhardschen Arbeit 
nur wenige Verdauungsversuche in salzsaurer LOsung verotlent- 
licht worden; von diesen bertihren Versuch 7 sowie der aus 
(3 und 14 zusammengefafite das Zeitgesetz, was darin seinen 
Ausdruck findet, dati es fiir den Verdauungselfekt einerlet ist, 
wie der Faktor f.t, d. h. Fermentmenge und Zeitdauer, ver- 
‘indert wird. Dieses sogenannte Zeitgesetz kompliziert aber 
wiederum die Verdauungsvorgiinge. Darum = soll aueh nicht 
an dieser Stelle darauf eingegangen werden, wihrend vorliutig 
nur Versuch 38 und 6 niher besprochen werden. sollen. 

3. Versuch. Versuchsanordnung: 100 com Caseinl6sung 
mit 150 com Wasser vorgewirmt werden mit 0.1, 0,4, 0,9 eem 
Magensaft (Aeciditiit 59 : 87) eine Stunde digeriert, danach wird 
im Mafizvlinder auf 800 com aufgefiillt und mit LOO cem 20°/oiger 
Natriumsulfatlosung das Casein gefallt. 200 ccm Filtrat der 
ohne Magensaftzusatz gefiillten Stammlédsung hatten fiir Phenol- 
phthalein die Aciditiit 19,15. 200 cem Filtrat von der Probe mit 


1. O cem Saft 22.25 — 19,15, Saftaciditit — 0,043 3,06 
Aciditiitszunahme. 

2. 0.4 ccm Saft = 25. — 19.15, Saftaciditét — O17 = 6,18 
A\ciditaétszunahme. 

3. 0.9 cem Saft = 28.5 — 19,15. Saftaciditiit 0,387 = 8,96 


Aciditatszunahme. 


Nach Thomas und Weber bestimmt waren verdaut 
worden: 


Von O11 cem Saft = 0.497 g Casein 
> (). f » » as 1.051 p 


> 0.9 > > = 1.519 » > 
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Somit entsprechen fiir den ganzen Versuch umgerechnet 
und zum besseren Vergleich mit den von mir selbst gefundenen 
Daten in } 20-n-HCl ausgedriickt: 


12.24 cem 'eo-n-Siiurezuwachs == O.497 ¢ verdautem Casein 
24,72 » = 1,051 » 
BOS 4 L519 


Nach der Schiitz-Borissowschen Regel hitten von 
0.1 cem Magensatt als Grundlage ausgehend fiir 0.4 und 0.9 ccm 
das Doppelte und Dreifache gefunden werden miissen. Somil 
wurde also sowohl nach der Thomas und Weberschen als 
auch der Volhardschen Methode die Schtitz-Borissowsche 
Regel in diesem Falle bestiitigt. Wie steht es aber dagegen 
bei dem folgenden Versuche ? 

6. Versuch. Magensaft stark verdtinnt (2: 100) aq... 
Titration von 150 cem Filtrat mit Alizarin. 


Die Aciditiitszunahmen betrugen fiir: 


l. DLeem Sat O09 :1 — 09 
2, 4 » » £22 :2=— tA 
3. 9 » » §73:3 = 1,91 
t. 16 » > a oi = ee 
5. 24 » >» 95 b = 19 
6. 36 » >» 1083:6 = 18. 


Obige Aciditiitszunahmen wurden von Volhard fiir 150 com 
Filtrat gefunden, somit auf den ganzen Versuch und auf Vo!- 
hardsche Pepsineinheiten umgerechnet: 


Verdiinnung oder Magensaft 


| Lecom 0.02 ccm 24 :1 2.4 Volh. Pepsineinheiten 
o b 1 O08 » 5,85: 2 = 2,92 

3. 4 O18 16.5 :3 = 56,16 > 

‘ 163 0.32 » 813 :4 9.5 > 

y 25 OD > 23 :565= 506 » > 

6. 3b 0.72 » 288 :6 = 48 > 


Wiirde man also von den Volhardschen Pepsineinheiter 
auf die Stiirke eines Magensaftes schlieben, so bekiime man 
fiir den hier in Betracht kommenden Magensaft Daten, die 
zwischen 2.4 und 5,3 Pepsineinheiten differieren oder als Ex- 


treme zwei Magensaftstiirken, von denen der eine 120° stérker 
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ire als der andere. Man sieht, dab erst bei Aciditiitszunahme 
on 15.5—28,8 cem ! 10-n-HCl an in kleinen Grenzen differierende 
Haten erhalten werden, was noch deutlicher aus folgender Zu- 
-»yymenstellung hervorgeht: es sind dabet als Grundlage die 

O.18, 0.52, 0.5 und 0,72 cem wunverdtiinnten Magensaftes 
»efundenen Aciditaétszunahmen genommen und die Abweichungen 
vou der Schtitz-Borissowschen Kegel in Prozent bereechnet. 


Grundlage 9ccem = 53.73 cem Aciditiitszunalme. 
Fir Berechnet Gefunden’ In °'o mehr oder weniger als berechnet 
16 cem 7.64 8.0 +. 4,71 
25 9.55 95 sow. OB 
36 11,46 10.83 - 35 
Grundlage 16 ccm = 7.64 cem Acdititszunalme. 
Fiir Berechnet Gefunden In °'o weniger als berechnet 
25 cem 9,595 9.5 — Of 
3H» 1146 10.83 — dD 
Grundlage 25 ccm = 9.53 ccm Acidititszunahme. 
Fir Berechnet Gefunden In °/o weniger als berechnet 
36 cem 11,46 10.83 — 6.96 


Die Abweichungen von der Schiitz-Borissowschen Regel 
schwanken somit in den Grenzen von -}+ 4,71 und — 6,96° 0, 
also innerhalb 11,6°/o. 

Wenn man aber anderseits die Magensaftmengen und die 
denselben entsprechenden Pepsineinheiten, d. h. den Quotienten 
aus dem Séurezuwachs und der Wurzel aus der Fermentmenge 
mal Verdauungszeit vergleicht, so sieht man, dab bis zu einer 
bestimmten Grenze der Quotient grober wird und dann wieder 
abnimmt. Das Maximum ist bei 5,3 erreicht, ansteigend von 
2.4 Pepsineinheiten und innerhalb Magensaftmengen von 0,02 
bis 0,382 ecm somit innerhalb 0,3 cem Magensaft: der Abfall 
von 5,38 auf 4,8 Pepsineinheiten findet in den Grenzen von 
0.52 bis 0,72 ecm Magensaft, also innerhalb 0,4 ccm. statt. 
lm ersteren Falle kommen auf 0,3 com Magensaft Differenzen 
von 2,9 Pepsineinheiten, im letzteren auf 0,4 ccm Magensaft 
Nifferenzen von O,5 Pepsineinheiten, oder es steigt kurz gesagt 
der Verdauungseffekt, der durch die Schiitz-Borissowsche 
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Regel ausgedriickt wird, in den niedrigen Magensattmengen })is 
zu einer gewissen Grenze stark an und hilt sich dann be; 
erhohten Mengen verhiiltnismifvig nur gering abfallend. Diesen 
ungleichen Verdauungseffekt innerhalb verschiedener Magen- 
saftmengen niiher zu beleuchten, soll Aufgabe dieser Arbeit sein. 

lm Vergleichsdaten mit den Volhardschen Versuchen 
zu-erhalten, wurde mit der von Volhard benutzten Verdau- 
ungstliissigkeit und unter genau gleichen Verhaltnissen gear- 
beitet. Leider konnte nirgends ausfindig gemacht werden, wie 
die salzsaure CaseinlOsung darzustellen ist: wie sehr es aber 
davon abhiingt, eine stets gleiche Losung zu haben, d. h. eine 
solche, die genau gleiche Mengen an Salzsiiure gebundenes 
Casein enthiilt, wird erst aus den spiiteren Versuchen ersicht- 
lich. Die hier nun zuerst benutzte Caseinlosung wurde so dar- 
gestelll: 

100 & Casein werden mit ca. 400 cem Wasser von 50) 
aufgeweicht, ‘/2 Stunde stehn gelassen, auf 11 ca. mit 50 
Wasser anfeefiillt. 140 cem 1/1-n-HCI unter Umschiitteln zu- 
ceveben und weiter unter Umriihren und Erwiirmen auf dem 
Wasserbade von 50° warmes Wasser zugegeben. Nach dem 
Erkalten wurde auf 4 | aufgefiillt und die L6sung unter Toluo! 
und Chloroform aufbewahrt. Zu jedem Ansatze wurden 200 com 
obiger Losung auf 40° erwiirmt, mit den betreffenden Mengen 
des verdiinnten Magensafts versetzt, auf 300 cem mit Wasser 
von 40° aufgefiilll und genau 1 Stunde im Wasserreservolr 
mit Ostwaldschem ‘Thermoregulator bei 40° verdaut. Auf 
(O00 ecm mit 20°/oiger Glaubersalzlésung aufgefiillt wurde fil- 
triert und vom Filtrat 200 cem titriert. 

Bei den ersten hier folgenden Versuchsreihen wurde ein 
Magensaft des Fistelhundes «Diana» verwandt, der 14 Tage 
bei Frost gestanden war und wo sich auf dem Boden des 
Kolbens das Pepsin abgesetzt hatte. Der Magensaft wurde 
durch Erwiirmen in Wasser von 30° wieder in eine wassel- 
klare Fliissigkeit umgewandelt. Zum Versuche wurden 5 cc 
mit Wasser auf 100 eem aufgefiillt und davon 20, 15, 10 und 


5D cem zum Ansatz genommen. 
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| 1 Versuchsrethe. 
1 StammlOsung 97,4 ccm 3! 20-n-KOH 
agensaft ats 2 Ab fiir S t 
Magensa Pitriert in Ab fiir Ab fiir oe 
unverdiinnt Magensaft- cefunden 
Pan 'go-n-KOH = Stammlosung aciditit Uyo-n-KOH 
{ | 130 97.4 3.42 29.18 
" ) 0.75 124.4 2.56 2? 44 
p O09 112.2 1.71 13.049 
; 4 | O25 102.8 . O85 bOD 
: Nach der Schiitz-Borissowschen Regel hiitten von 1 cem 
; Magensaft als Grundlage ausgehend fiir die andern Magensaft- 
: mengen folgende Werte gefunden werden miissen. 
Grundlage 1 ccm Magensaft = 29,18 cem ! 20-n-HCl-Siiurezuwachs 
Fir Magensaft Berechnet Gefunden In °o mehr oder we- 
ecm 9 0 niger als berechnet 
O75 aa 22 44 12.6 
li 
OD 20.6 13.09 - 5646 
i] 
' 0,25 14.59 4 DD — 68.8 
i 4 
N ! Nimmt man aber an, dai, wenn eine Menge x eines 
n _  Magensafts a ecem Siiurezuwachs entspricht, die halb so groBe 
: Menge auch die Hilfte von a, also Siurezuwachs bilden 
i" 7 = 
f nlibte, so erhalt man, abweichend von dieser direkten Propor- 
’ tionalitat, folgendes Bild: 
Grundlage 1 ccm Magensaft = 29.18 cem ‘'20-n-HCl-Zuwachs. 
1 hur Magensaft serechnet Gefunden In° omehr oder we- 
i cem 9/0 Oo niger als berechnet 
ie 0.75 21,88 2244 245 
ms 0.5 14.99 ,.09 [0.28 
0,25 7,29 DD —- 37,59 
id 











Wihrend nach der direkten Proportionalitiit bei 0,75 ecm 


Magensaft sogar etwas mehr gefunden wurde als nach der 
Theorie verlangt, war nach der Schiitz-Borissowschen Regel 








= 2 . wr oe 
it S. Kiittner, 


bereits ein Defizit von 12,6°/o zu bemerken; fiir 0.5 cem wap 
nach der direkten Proportionalitét ein Defizit von 10,28°)), 
nach der Sehtitz-Borissowschen Regel bereits ein solches 
von 36.46 zu bemerken. Bei 0.25 cem waren die Defizite nach 
heiden Gesetzen bereits ziemlich grobe, aber fast doppelt so 
grof} nach der Schiitz-Borissowschen Regel. Im ganzen ge- 
nommen kann man sagen, dah die hier gewonnenen Resultate 
besser auf die direkte Proportionalitét als auf die Schiitz- 
Borissowsche Regel passen; vergleicht man aber das Resultat 
dieser Versuchsrethe mit dem 6. Volhardschen Versuche Seite 70. 
so findet man, dai auch dort erst ber Aciditiitszunahmen tiber 
15.5 Jyo-n = 31 com !/20-n-Siurezuwachs auf die Schiitz- 
Borissowsche Kegel einigermaben anwendbaren Daten er- 
halten wurden, wiihrend unter dieser Grenze ein bis aul ea. 120° , 
niedrigerer Verdauungseffekt erzielt wurde. 

Am folgenden Tage wurde, wiihrend der Magensaft in- 
zwischen kalt) gestanden war, eine neue Versuchsreihe mit 
Quantitiiten tber 1 cem Magensaft angesetzt. Dazu wurden 
20 com Magensaft auf 100 cem mit Wasser verdiinnt und dann 
Quantitéten entsprechend 5, 4, 38, 2 und 1 ccm Magensaft zu 
den Ansiitzen genommen. Als Verdauungsfliissigkeit diente die- 
selbe Caseinlésung wie am vorhergehenden Tage, verdaut wurde 
ebenfalls wieder 1 Stunde. Fir die Stammlésung wurde das 
am vorhergehenden Tage gefundene Resultat angenommen. 
Titriert wurde wie auch bei dem vorigen als auch den folgen- 
den Versuchen bis zur eben beginnenden HRosafiirbung mit 
Phenolphthalein. 

2. Versuchsreihe. 


Stammlésung 97,4 cem 4/eo-n-HCl. 








: — Ee a a - 
Magensaft Titriert Ab fiir Ab fiir Magen- Bleiben 
com Stammlésung — saftaciditiit | cem '/20-n-HC 

I. D [86,2 U7 4 17,1 71,7 

2 + [75.8 — 13,68 64,72 
3 3 1614 — 10,26 53.74 
t 2 150,0 — 6,84 19,76 
5. I 123,2 — 5,42 22,35 
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Geht man wieder von {| cem Magensaft als Grundlage aus, 
eo wurde bei 2 cem etwas tiber das Doppelte gefunden, wiih- 
rend dariiber hinaus aul die Schtitz-Borissowsche Regel 
anwendbare Daten erhalten wurden, was dureh folgende Zu- 


eammenstellung besser ersichtlich ist. 






































Grundilage 1 ecm Magensaft 22.38 ccm 4 zo-n-HEl. 
Magensafl Berechnet | Gefunden = Zu viel oder 
cem 0/9 No zu Wenig In °/o 
Nach der Schiitz- 2? 31,55 49,76 +. 45 
horissowschen 3 38.71 53.74 +- 38,8 
Lege = “us 
Regel 4 44,76 64,72 4+. 401 
5 DO17 rp By +. 30 
Nach der 2 44,76 49,76 +- 24 
direkten 3 66.84 53,74 ~ 19,6 
Proportion , oO * 77 
epee 84,52 64.72 - 97,7 
) 111.9 71.7 — 56.1 
Grundlage 2 cem Magensaft == 45,76 cem '/20-n-HC€l. 
Magensaft Berechnet  Gefunden Zu viel oder 
ecm %F9 9 zu wenlg in °/o 
Nach der Schiitz- 3 D613 53,74 4 AD 
Horissowschen A 64.9 64.72 0.28 
Regel : ie: di a , 
ae 5 12.37 717 2.05 
Nach der | 3 68.04 3.74 — 21,7 
direkten 4 91,52 64,72 - 29,3 


Proportion 
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Girundlage 4 ccm Magensaft == 53,74 cem */20-n-HCl. 
Magensaft Berechnet  Gefunden | Zu viel ode» 
com ~/o %o ZU Wenig in 
Nac erSchiitz- , - 
Nach der Schiit 62.12 64.72 4 404 
Borissowschen 
Revel ) 69,26 71.7 +- 3,04 
mtn ane f 71,65 64,72 — 9,67 
direkten 
Proportion ’ 84,07 717 — 20,0 
Grundlage + cem Magensaft = 64,72 cem '20-n-HCl. 
Bei 5 cem Magensaft, berechnet nach Schiitz-Borissow = 69.26 
eefunden 71.7°/o, somit zu viel == 3,52°/o. 
Bei 5 com Magensaft, berechnet nach der direkten Proportion == 80.9 
gefunden 71.7% 0, somit zu wenig == 11,38°/o. : 
In der zu obigen Verdauungsversuchen benutzten Casein- | 
lOsung waren pro 200 cem 70 ccm !)10-n-Salzsiiure enthalten, 
davon gingen laut Stammlosung als nicht an Casein gebunden 
ins Filtrat 48,7 cem, so daB als Acideasein 21.3 cem ?10-n- 
Salzsiiure ausgesalzen wurden. Berechnet man nun, wie in 
den einzelnen Verdauungsversuchen das Verhiiltnis war yon 
der an Casein gebundenen zu der in Freiheit gesetzten Siiure, 
so ergibt sich folgende Zusammenstellung: 
Magensaft An Casein sie Bleiben an Casein 
litriert _ 
in cem gebundene HC] gebunden \ 
D 213 35.8) — 14,55 
, 32,36 — 11,06 
3 26,87 — 5,57 - 
2 2? SS — 1.58 
1459 | > O51 
O75 11,22 | +. 10,08 
OD 6.54 +. 14,76 
0,25 > 2,27 + 19,03 


Bei Magensaftmengen von 2 cem Magensaft und dartiber 
ist also mehr Siiure titriert, als an Casein gebunden war. fs 
hiitte also eigentlich kein Casein mehr ausgesalzen werden 
diirfen; statt dessen war aber noch eine starke Fiillung beim 





mM 
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Anssalzen erhalten worden. Es muf also die Abspaltung der 
Salysiure aus dem Acidcasein und die Weiterspaltung des Ei- 
weijmolekiils nebeneinander verlaufen. Ferner ist zu ersehen, 
daly da, wo noch theoretisch Siiure an Casein gebunden sein 
multe, in diesem Falle also bei Magensaftmengen bis 2 cem, 
der Siturezuwachs mehr nach dem Gesetz der direkten Pro- 
portion verlief. dagegen dartiber hinaus die Schiitz-Boris- 


vsche Regel besser stimmende Daten gab. Stellt man aber 


das prozentuale Verhiltnis zwischen verdauender Kraft) und 
Verdauungsobjekt fest und beriicksichtigt man ferner, daBh die 
heiden Versuechsreihen zu nicht gleicher Zeit angestellt wurden 
und daB an dem einen Tage ftir 1 ecm Magensaft 29,18 cem, 
am niichsten 22.38 eem Siiurezuwachs gefunden wurden. dah 
man also die am ersten Tage gefundenen Daten. um zu Ver- 
seichszahlen zu gelangen, um 6,8 cem verringern miibte. somit 
fiir 1 cem Magensaft 29,18 — 6,8 = 22.38, fiir 0,75 cem Magen- 
-alt 22.44 — 6.8 = 15,64, fiir 0.5 cem Magensaft 13,09 6.8 

6.29 und ftir 0.25 eem Magensaft 4.55 — 6.8 = —2.25 cem 
»o-n-HCl zu setzen hat, so erhilt man folgende Zusammenstellung: 

Tabelle I. 


Verdauungsprozefs in 1,66°oiger Caseinldsung mit Magensaftmengen 
von d—0.25 cem Magensalt. 








Nach der Nach d.Schiitz- 
rT Magensaft Titriert <n 
mapeny| trie} direkten Borissow schen 
a auf Casein m Proportion Regel Vv \ 
bezogen ; berech- zu wenig}berech- zu wenig] | Vt 
in %o Veo-n-KOW] net gefundenf net gefunden 
ineem in %» finecm in °/o 
100 71.7 114.4 — 37,32) 72,37 — 4,45) 14,3 116.05 
80 64,72 91,52 — 29.5 64.9 0.28} 16.0 116,18 
GO 53.74 68.6% — 21.7 | 5613 2.05) 17.9 115,53 
MW) 1.76 45,76 6,76 _ 22,9 116,23 
| 2() 22.38 2288 — 2,19] 32.45 31.0 | 22.4 ]11,19 
7) 15 15.64 17.16 — & 8d} 28.1 iO | 20,8 [10,42 
10) 6,29 11.44 — 45.0 | 22.83 — 72.5 [12,4] 4,44 
0 D 2.25 5.72 — 139.33] 16,23 |\— 305.0 _ 
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In den letzten beiden Reihen ist der Verdauungsetl-k: 
nach der Regel der direkten Proportionalititt und nach de 
Schiitz-Borrisowschen Regel ausgerechnet, d. h. das eine Ma, 
der Quotient aus Aciditiitszunahme einerseits und Fermentmenge 
resp. der Quadratwurzel aus der Fermentmenge anderseits fest- 
gesteilt. Nach der direkten Proportion legt das Maximum (es 
Verdauungselfektes bei dem hier in Betracht kommenden Magen- 
safte ber 2 und 1 ecm resp. in den Aciditiitszunahmen zwischen 
49.76 und 22.38 cem } go-n-HCl. Auch bet 0.75 ecm Magen- 
suft entsprechend 17,16 com Aciditiitszunahme ist noch kei 
bedeutender Abfall zu bemerken: dagegen ist unter diese 
letzten Menge ein starker Abfall und ebenso tiber 2 cem ein 
ziemlicher, sich allmiihlich noch steigernder zu ersehen. Nach 


der Schititz-Borissowschen Regel ist der Quotient 


2) 


bei Aciditiitszunahmen zwischen 46 und 71 cem 3/20-n ein ziem- 
lich eleicher, darunter aber zuniichst um ca. 30/9, dann abe 
stark abfallender. 

Sieht man also kurz zusammengefabt von der ja jede-- 
mal wechselnden Magensaftmenge resp. -stiirke ab, so laibt sic! 
sagen, dab ber Aciditiitszunahmen zwischen 46—71 cem } 2-1 
die Sehiitz-Bortssowsche Regel, bei solchen zwischen 46— 22 
das Gesetz der direkten Proportion, dagegen unter 22 wede 
das eine noch das andere seine Anwendung zu finden schein! 

Die bisherigen Versuche waren mit derselben Caseinlosuny 
eemacht worden. Zahlreiche Versuche zeigten nun, dal) di 
CaseinlOsung je nach ihrer Darstellungsweise verschiedene \«i- 
dauungsresultate gab und dab es sehr wesentlich ist, eine Stamm: 
lOsung mit stets gleich bleibendem Gehalte an Acidcasein und 
freier Salzsiiure zu besitzen. Bei der Verdauung wird ja au 
dem Acideasein zuniichet Salzsiiure abgespalten und durch de! 
dabei ansteigenden Salzsiiuregehalt die Verdauung, sei es 
forderndem, sei es in behinderndem Sinne beeinflubt. Hat mia 
es nun mit Stammlosungen von wechselndem Gehalte an freic! 
Salzsiiure zu tun, so kann man jedenfalls wohl zu keinen gulet 
Vergleichsdaten gelangen. Wenn man das Verhiiltnis zwiscliet 
bundener und freier Salzsiiure in der bei den vorigen \e!- 


Ow 
pa 
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chen benutzten Stammlosung berticksichtigt, so kommen auf 


24 com gebundene 97,4 cem ?! z0-n freie Salzsiure. Das be- 


deutet aber einen groben UbersehuB von Siiure, der besonders 
wohl bei geringem Pepsingehalte st6rend eingewirkt haben mag. 
hej der Darstellung einer stets gleichbleibenden Stammldsung 
wurde darum versucht, den groben Uberschuls an Siiure zu ver- 
meiden. Es ergab sich nun, dab eine gut haltbare Caseinlosung 
sich mit der halben Menge Salzsiiure sich darstellen lieb. Ver- 
«-hiedene in dieser Richtung angestellte Versuche zeigten, dab 
es zumichst wesentlich sei, die Salzsiiure in verdiinnter L6sung 
und unter ingerem Erwirmen zwischen 70 und 80° auf das 
Casein einwirken zu lassen. Die am besten geeignete Dar- 
tellungsweise ist folgende: 

Ks werden 100 ¢ Casein in einem 4 | Kolben mit ca. 14/2 | 
\Vasser von S8O° unter Schiitteln tibergossen, bis das Casein 
sich in eine gleichmiibige Emulsion verwandelt hat. Dann werden 
dazu unter Sehiitteln entweder 7OO cem Flio-n oder 7O cem 

-1-Salzsiiure, welch letztere mit Wasser auf ungefiihr das- 
elbe Volumen wie erstere verdiinnt ist, zugegeben und dann 
leis direkt teils unter Erwiirmen auf dem Wasserbade zwischen 
geschiittelt — ca. 1 Stunde —, bis die 


tm) 


70 und 80° so lange 
aber auftretende dicke Schaumbildung ganz locker und sich 
chnell setzend geworden ist. Dann wird unter abermaligem 
Schiitteln mit Wasser von 80° auf ca. 34/2 1 aufgetiillt und der 
Kolben mit Wattebausch versehen tiber Nacht stehen gelassen. 
Am andern Tage wird mit Wasser auf 41 aufgefiillt, die L6- 
sing in ein Aufbewahrungsgefib tibergossen und nach Zusatz 
von ca. 8 cem Toluol und Chloroform und gutem Umschiitteln 
vel mabiger Temperatur aufbewahrt. Die so erhaltene Acid- 
aseinlosung zeiglL pro 200 cem einen zwischen 24—25 cem 
‘2z0-N-HCL wechselnden Gehalt an freier Siiure. 

Ist man bei Erreichung von Vergleichsdaten auf eine Stamm- 
sung mit gleichbleibendem Gehalt an Acideasein angewiesen. 
»mub anderseits fiir eine gute Durchmischung des Verdau- 
ingsversuches gesorgt werden. Es zeigte sich besonders fiir 
ie unteren Grenzen d. h. bei Verwendung von sehr geringen 
Magensaftmengen ein Durchmischen der Verdauungsfliissigkeit 
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notwendig. In jeden Verdauungskolben wurde dazu ein Glas- 
rohrchen eingestellt und alle 10 Minuten beginnend mit dem Zusatyz 
des Magensa(tes als erstes und vor dem Fiillen mit Glaubersalz als 
letztes Mal Luft durchgeblasen. Das Fallen mit 20°/oiger Glauber- 
salzlosung geschah unter Zusatz von anfangs kleineren Quan- 
titiiten bei gleichzeitigem Durchblasen von Luft, was zum Ep- 
reichen einer einheitlichen, nicht klumpigen Fiillung des Caseins 
unbedingt notwendig ist. 

Was nun die Anordnung der Versuche selbst betrifft, sv: 
wurde, um bei den Parallelversuchen unter moéeglichst gleichen 
Bedingungen zu arbeiten und besonders stets die gleiche Ver- 
dauungstemperatur einzuhalten, folgendermaben verfahren. bs 
wurden zu gleicher Zeit) flinf resp. weniger Volhardsche 
Kolben mit 200 com Stammld6sung und 50 cem Wasser. you 
60—70° gefiillt und in einem separaten Wasserbade auf 40° er- 
wiirmt und auf dieser Temperatur gehalten. Gleichzeitig wurden 
in einem Wasserbehiilter mit Ostwaldsechem Thermoregulator 
ebenfalls 5 Kolben oder weniger, die mit 300 cem Wasser ge- 
fillt waren, aul 40° vehalten. Nachdem die betreffende Menge 
Magensaft in einen Versuchskolben zugegeben war, wurde mit 
Wasser von 40° auf 300 aufgefiillt, in den Wasserbehiilter mit 
Thermoregulator tibergeftihrt und genau 1 Stunde hier bei 40 
verdaut. Es libt sich auf diese Weise fast unter genau gleichen 
Temperaturen arbeiten, was sehr wesentlich ist, da schon Tem- 
peraturschwankungen in !io Graden das Resultat beeinflussen, 

Die folgende Versuchsreihe wurde mit einem nach = der 
Entnahme 2% Stunden kalt gestandenen Magensaft «Diana 
ausgetthrt. 

3. Versuchsrethe. 
LOO com Stammildosung titriert — 6 cem teo-n-KOH & 4 
24 com 'eo-n-Aciditit. 


1 yo-n-Aciditatszuwacis 


I. 1 cem Magensaft 17.695 6 = 11,65 x 4 46,6 com 
2 (0.75 > 1563 —6=—> 93 «4 37 2 

3. 05 » a3 8 68 <4 27,2 

bt ORD > > -1015—6 = 4,15 f = 16.6 » 
> OF : 84 —6 24 X 4 46 » 
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Davon ab fiir Magensaftaciditit: 


1. 1 cem Magensaft = 46,6 — 3,38 = 43.22 ccm ‘2o-n 
9 (0,75 » » = 37,2 — 2,53 = 34,67 

3. OD » = 272 — 169 = 2651 » 

t. O20 » = 16,6 — O,Bt 15,76 

5. O71 96 — O34 9 26 . 


Diese dritte Versuchsreihe zeigt nun im Vergleich zur 
ten und zweiten einen bedeutend hoheren Aciditiitszuwachs 


t 


hei den gleichen Magensaftmengen. So weist 1 ccm des 14 Tage 


fen einen Aciditiitszuwachs von 29,18 gegeniiber 46,6 cem 
+) des frischen auf. Die Aciditiitszunahme von 29,18 cem 
hei | ccm des alten Magensaftes entspricht fast der von !/2 cem 
des frischen. Vergleicht man aber den Aeciditiitszuwachs von 
fcom des alten resp. t/2 ccm des frischen Magensaftes mit den 


ntsprechenden Hilften d. h. mit ! 2 resp. 4/4 cem, so findet 
man folgenden wesentlichen Unterschied. 


Alter Magensaft Versuchsreihe 1 | Frischer Magen-  Versuchsreihe 3 
in ecm Aciditiitszuwachs saft in ccm Acidititszuwachs 
) 29,18 '/ro-n-HCl | tl 26,51 ‘vo-n-HCl 
” 13,09 . | "/4 15.76 > 


nach der direkten Proportion 
verlangt: 


indlage teem Magensaft, ent- Grundlage 42 ccm Magensaft 


sprechend 29,18 14/g0-n, | - 26,51 '/20-n-Siiurezuwachs, 
‘1 ecem Magensaft 14,59ccem'/eo-n, | fiir '/4 == 13,25 > 
unit zu wenig gefunden 10,3°/o | somit zu viel gefunden 19°/o 
' m Vv. 
der Verdauungseffekt ; ist: 
| 29.18 ; 26.51 » 
fur Lt cem : 29,18 | fir '/2ccm — 5 = 53 
13,09 15,76 
9 - 26.18 » "4 » > 63 
OD 2 


(so beim alten Magensafte fallend, beim frischen  steigend, 
was noch besser ersichtlich ftir die unteren Grenzen: 


Verdauungseffekt 
t F 5 Q 45 


fire “rye - - ee 70 . 
fiir 4/4 Cem " 23 2 fiir O,1 cem = 96 
O.25 0.1 


Der Grund in diesem verschiedenartigen Verhalten kann 
cntweder im Alter der Magensiifte oder tn der verdanderten 
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Versuchsanordnung so z. B. in der anders dargestellten Casein- 
losung liegen. Wie aber spiiter ersichtlich, scheint nur das 
letztere der Grund dazu gewesen zu sein. 

Vergleicht man nun die Aciditiitszunahmen in der 3. Ver- 
suchsreihe yon 1 cem Magensaft als Grundlage ausgehend, sv 


erliilt man folgende Ubersicht: 








Grundlage | cem Magensaft == 43,22 ' eo-n-Aciditiitszunahme. 
Fiir cem serechnet Gefunden Pe eee 
é In %o zu viel 
Magensatt dt %0 
Nach der direkten 0,79 32,4 54,67 +- 71 
Proportion 0.5 2161 26,51 | + 224 
0,25 10.8 15.76 +. 459 
01 4,32 9,26 + 1144 


In °/o zu we! 


Nach der Schiitz- 0.7) 37.4 34,67 — 927 
Borissowschen 05 B05 — YB5I — 13.1 
Kegel 0.25 21,61 15,76 ~ 83 
0.1 13.65 9,26 — 322 


Die Resultate sprechen hier besonders in den weiteren 
Grenzen mehr fiir die Schiitz-Borissowsche Regel. Eine 
praktische Verwendung kann aber wohl weder die eine noch 
die andere Kegel finden. 

Wiihrend die 3. Versuchsreihe einen Aciditiitszuwaclis 
in den Grenzen von 46,6-—9.6 cem 1/20-n aufweist, sollten in 
der folgenden Versuchsreihe diese Grenzen nach Moglichke:! 


erweitert werden. Der dazu verwandte Magensaft war 4° 2 
Stunden kalt gestanden. 
4. Versuchsreihe. 
200 cem Stammlésung titriert = 12,6 cem ‘420-n-KOH © 2 
25.2 cem 'eo-n-Aciditit. : 


' go-Acidititszuwachs 


1, 5 com Magensaft == 56,3 12.6 = 43,7 K 2 = 87,4 ccm 
29 £ » > - 2.1 — 12.6 = 39.5 « 2 790 » 
3. 3 = 459 — 12.6 = 33,3 < 2 > 66,6 » 
, 2 » > == 429 — 12.6 = 303 v 2 = 60.6 » 
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199-Aciditaétszuwachs 


cem Magensaft == 33,0 — 12,6 = 20,4 “ 2 HO8 com 
rf 33.0 — 12,6 — 20,4 « 2 H)8 > 
7 0,25 I8R4—126— ds * 2 11.6 » 
8 (7.0625 156 —126—=— 32“ 2 O4 >» 

0.01565 > 145 —126=> 19 2 3S > 


Versuch 6, 7, 8, 9 wurden zusammen mit Stammldsung 


aynoesetzt: 1, 2, 3, 4 und 5 etwa zwei Stunden vorher mit 
omselben Magensafte. Die Titration geschah unter starkem 
(insehititteln, bis die rosa Farbe von Schaum und Fliissigkeit 
yerschwunden war; Schaum und Fliissigkeit farben sich gegen 
hide der Neutralisation immer deutlicher und schlieblich kommt 
cin Punkt, wo die Firbung des Schaums in die Fliissigkeit 

ergeht und hier gegeniiber dem Schaum einen bleibenden 
deutlichen Farbenunterschied hinterlébt. Zur Sicherheit fiigt 
nan dann noch einige Tropfen Alkali zu, merkt sich aber den 


ysten Umschlag. Von den gefundenen Aciditiitszunahmen sind 
och die Magensaftaciditiiten abzuziehen. Es resultiert dann fol- 


sende Tabelle. 


Tabelle Il. 


com Magensaft ==87,4—17 = =70,4 ccm ‘20-n-Acidititszuwachs 
79.0 — 13,6 = 65,4 
. - 66,6 — 10,2. = d64 

J > - 60.6 6.8 = 93.8 
-4)8— 34 =—374 » 
)25 > =116— 085 = 10,75 » 

25 > 64— O26=—= 6,14 
0.01565 » . 3.8 — 0.06 = 3.74 >» 


In dieser Tabelle ist also fiir Magensaftstiirken von O,01565 
- 5 ecm oder wenn man fiir die geringste Menge 1 als Aus- 
sangsstarke annimmt fiir Magensaftmengen von 1—330, ein 
\usdruck fiir die jeweilige Verdauungsstiirke gefunden. 

Geht man nun von der geringsten Magensaftmenge = 
UOL565 ecem als Grundlage aus, so hatte fiir die vierfache 
Menge 3,74 4 = 14,96 cem Aeiditiitszuwachs gefunden wer- 
en miissen: de facto wurden aber nur 6,14 ecm, d. h. 41°/o0 

der nach der direkten Proportionalitiit berechneten Menge 


‘unden. 
t)* 
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Als Grundlage 6,14 Aciditaétszuwachs = 0.0625 cem Ma- 


gensaft angenommen, hitten fiir die vierfache Magensaftmenge 
24.96 ecm gefunden werden miissen; de facto wurden aber 
nur 10.75 d. h. 43.4°/o gefunden. 

Als Grundlage 10,75 ecem = 0,25 ccm Magensaft ange- 
nommen, hiitte fiir die vierfache Magensaftmenge 43 cem ge- 
funden werden miissen; de facto wurden aber 57,4, d.h. 87° 
gefunden, 

Als Grundlage 37,4 cem Aeciditiitszuwachs = 2 ecm Magen- 
saft hiitten 74.8 gefunden werden miissen: de facto aber wurden 
d3,8, d. h. 71,9°/o0 gefunden. 

Noch ungiinstiger stellt sich das Verhiiltnis tiber diese 
Magensaftmengen hinaus: so hiitte z. B. Grundlage 1 cem Magen- 
saft fiir 5 com 37,4 << 5 = 187 ccm !/20-n gefunden werden 
miissen: de facto aber wurden nur 70,4 eem. d. h. 37.7 
gefunden. 

Aber auch nach der Sehtitz-Borissowschen Rege! 
konnten keine befriedigenden Resultate gefunden werden: 

Ausgehend von 0.01565 ccm Magensaft == 5,74 ecm Acidi- 
litszunahme. hiitten fiir die vierfache Magensaftmenge, d. h. fi 
0.0625 cem das Doppelte = 7,48 ccm gefunden werden miissei: 
de facto aber wurden 6,14, d. h. 18°%/o zu wenig gefunden. 

Als Grundlage 0,0625 ccm Magensaft = 6.14 ecm Acidi- 
tiitszunahme hiitten ftir die vierfache Magensaftmenge, d. h. tir 


0.25 cem das Doppelte = 12,28 gefunden werden miissen: cde 
facto aber wurden 10,75, somit 12.5°/o zu wenlg gefunden. 

Als Grundlage 0.25 com Magensaft — 10.75 cem Aeiditiils- 
zunahme hitten fiir 1 cem Magensaft — 21.5 cem Aeiditiil-- 


zuwachs gefunden werden miissen: hier aber ist das Resulta’ 
ein ganz anderes:; denn anstatt dab wie vorher zu wenlg, 
wurden hier 37,4 ccm, d. h. 74°/o zu viel gefunden. 
Grundlage 1 ccm Magensaft — 37,4 ecm Aeiditiitszunahme 
hiitten fiir 2 cem 52.7 cem Aciditiitszunahme gefunden werden 
miissen: statt dessen wurden 53.8 cem, somit 2.1% o zu vie! 
gefunden. Hier wurde also noch mehr als theoretisch |e- 
rechnet gefunden: das Resultat stimmt aber fast mit der Theorie 
liberein. 





of, . , ° ° a~ 
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Bei Magensaftmengen tiber 2 ccm hiitten gefunden werden 


Wissen: 

Fir 3 cem 64.7, statt dessen gefunden 56,4 oder 11.3 °o zu wenig. 
4 » 748, » 65-4 12.73% » > 
) S34, , » 7A). ( » 15.6 v i) > 


Aus diesen Zusammenstellungen geht hervor, dal} man bei 
hestimmung der verdauenden Kraft von nattirlichen Magensiiften 
oder kiinstlichen Magensaftpraéparaten aus den nach der Vol- 

iydschen Methode erhaltenen Aciditiitszunahmen weder nach der 
schiitz-Borissowschen Regel noch nach dem Gesetz der di- 
rekten Proportion in allen Fiéillen auf den Pepsingehalt schlieBben 
kann. Denn wiirden z. b. zwer Magensiifte zur Bestimmung 
vorliegen, von denen je | cem 37,4 und 10,75 !.20-n Aciditiitszu- 


a 


nahme ergab, so wiirde nach der Schiitz-Borissowschen Regel 


V'10,75 : V374 =1:x 
oder x Vsr4 —— 6,14 = 1.86 sein, 
V10.75 3,28 
). der stiirkere Magensaltt 1,86mal so stark als der schwiichere. 
In Wirklichkeit aber ist derselbe viermal so stark. 
Nach der direkten Proportion aber wiire: 


10,75 : 37,4 =1:x 
37 4 
oder x = = 3.48, 
10.7) 


In diesem Falle giibe also das Gesetz der direkten Pro- 
portion ein besser stimmendes Resultat. 

Qder wenn man zwei Magensifte von 37,4 und 53,8 ecm 
‘vo-n Aciditiitszunahme zu vergleichen hiitte, dann ware nach 
der Schtitz-Borissowschen Regel 


stirkere Magensaft somit nur 1,2mal so stark als der 
schwiichere, wiihrend derselbe in Wirklichkeit doppelt so stark ist. 
Anderseits wiire nach der direkten Proportion 


37.4: 538 —-1:x 
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Also auch kein richtiges Resultat. 

Kin ganz anderes Bild tiber diesen eigentiimlichen, sic 
in kein einheitliches Gesetz einstellenden Verdauungsproze| 
erhilt man aber, wenn man den bei den verschiedenen Magen- 

Vv Vv 
saftmengen sowohl nach der Formel ~. als auch , erhal- 


{ 


tenen Verdauungseffekt tabellarisch geordnet zusammenste||, 


Tabelle II. 











Magensaft in Titriert in Vv : 
‘ . _ 
'/go-n-HCl Vi 
ccm 
7().4 704 ) ja 
70.4 = 14 | am 31.5 
) / dD 
bo.4 — 659.4 a 29% 
{ 65.4 ” L6,4 7 3 
f V 4 
ee yh 4 
D6.4 0.4 ~~ S20 
3 a ARR =e 
3 / » 
] ” 
ee 
D5 8 190 
2 53.8 = 26.9 tia 
2 V 2 
37 4 - 374 ne 
| 374 = 374 5 ae 
| ) 1 
a 10.75 =D 10 40 va 21 ) 
QO.25 10.79 is — = t+) —_— 
0,25 ] 0.25 
; 6.14 614 _ OL: 
O25 6.14 = YS? y —= Z4,: 
0.0625 lV 0.0625 
‘ = 2 
3,74 P Bui t ae 
0.01565 74 = 295.0 / iid 
0.01565 V 0,01565 


" 
Hier sieht man beim Quotienten 7 ausgehend von « 


groibten Magensaftmenge ein progressives Steigen des V 
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jauungseffektes, welcher zunichst allmahlich, dann starker und 
--hlieblich rapid anwiachst. Man kann daraus schlieben, dab 

den geringsten Magensaftmengen unter den hier in Betracht 
-}ommenden Konzentrationsverhiiltnissen der verhiiltnismiibig 
opoite Verdauungseffekt erzielt wird. Dab dieser dann bei 
dep vierfachen Menge Magensaft auf den dritten Teil, ber der 
cochsfachen auf den 6.8ten, bet der 64fachen auf den achten, 
ho) der 128fachen auf den zehnten, bei der 192 fachen auf 

(5.6ten, bet der 256 fachen auf den achtzehnten, bei der 
~Ofachen auf den zwanzigsten Teil zurtickgeht. Es sind also 
hej den geringsten Magensaftmengen die fiir die Verdauung 
siinstigsten Bedingungen geschaffen, mit der wachsenden Menge 
des Magensaftes werden aber die Verhéltnisse immer ungiinsliger, 
-) dal bei der 320 fachen Menge des Magensaftes der Verdauungs- 
eflekt nur den zwanzigsten Teil des bei der einfachen Menge 
erviellen betriigt. Das Zurtickgehen des Verdauungseffektes 
kann nun verschieden begriindet sein: so kann z. b. die Spal- 
tune des Eiweibmolekiils zuniachst vielleicht nur auf einer Salz- 
<iureabspaltung beruhen, die nach und nach einer immer weiter- 
vehenden Abspaltung von Amidosiiuren aus dem Eiweibmolekitl 
und einem dadurch bei der Titration gegentiber der Salzsiiure 
verminderten Alkaliverbrauch Platz bietet; oder es konnen bei 
der Verdauung Ko6rper entstehen, die das Pepsin in- seiner 
Virkung verzégernd beeinflussen, wobei diese Verzogerung 
un so stOrender wird, je mehr sich von diesen Korpern ge- 
bildet hat: es kann aber auch der immer gréber werdende 
Lberschub an abgespaltener Salzsiiure die Verdauung beein- 


Hussen, 
Y ° V . . — ° 
Was nun den Quotienten ~~ — betrifft, so fillt) emem 


hier zuniichst eine ziemliche Unregelmiibigkeit auf; bei naherer 
Heltrachtung sieht man aber, ausgehend von der gréften Magen- 
sultmenge, bei Aciditiitszunahmen zwischen 70 und 56 ccm 
“zo-n eine ziemliche Konstanz des Verdauungselfektes, namlich 
zwischen 31,5 und 32,7, dann bei Aciditiitszunahmen zwischen 
o> und 37,4 eine Steigerung mit einem sich zuniichst gering, 

“in aber bei einer Aciditiitszunahme von 10,75 cem stark 
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geltend machenden Abfall und schheblich bei Aciditiitszunahmen 
unter 10,75 ein allmiihliches Aufsteigen auf fast den bei dey 
hochsten Magensaftmengen erhaltenen Quotienten. Man key 
somit sagen, dali ein und derselbe Quotient resp. die Schiitz- 
Borissowsche Regel fiir Aciditiitszunahmen tiber 56 cem und 
unter 3,74 cem !/20-n anwendbar ist, dab aber da, wo gerade 
geringe Magensaftmengen einen groBen Unterschied in der Acidj- 
tiitszunahme bedingen, d. h. in Aciditiitszunahmen von S0—6 corm 
'ioo-n der Verdauungseffekt ein sehr wechselnder ist, da die 
dabei erhaltenen Resultate zwischen 38,2 und 21,5. d. h. inner- 
halb Grenzen von 60° 0 schwanken. 

Stelll man nun noch den bei der dritten Versuchsrei}y 
erzielten Verdauungsetfekt fest, so findet man hier dieselbe (ie- 
setzmibigkeit, nur daf sie sich auf Aciditatszunahmen innerhalh 


geringerer Grenzen bewegen. 


Tabelle IV. 








Mavensatft ‘ V 

D Myy-n-HCl 

Vi 
ecm 
| $33.22 $3.22 43,22 
0.75 34.67 | 46.22 40.00 
5 : PHI | 535.00 37.9 
Q.25 = 15,76 63.00 31,5 
0.1 9 26 | 92 6 | 29.3 


V 
Man sieht auch hier beim Quotienten ss ein kontinuler- 


liches Ansteigen, dagegen bel - ein kontinuierliches .\)- 
ig 

fallen. Dieses letztere wiirde einen vielleicht auf Grund de 

vorigen Tabelle iiberraschen, vergleicht man aber dieses Ab- 

fallen mit den Aciditiitszunahmen in der vorigen Tabelle, so 

findet man dort — vergleiche Tabelle II] — dieselbe in de! 

Aciditiitszunahmen zwischen 53.8 und 10,75 J1o-n und hie! 


zwischen 43.2 und 9.3. 








Uber die Volhardsche Pepsinbestimmung So 





Zum Schlub sei noch ein Vergleich gezogen mit der in 


Kinleitung erwiihnten Mettschen und E. Schtitzschen 
Methode der Bestimmung von Magensiiften. 

Die Mettsche Methode soll fiir die Schiitz-Borissowsche 
Revel anwendbare Daten geben, ebenso die E. Schititzsche, 
wenn auch letzterer zugesteht, dali seine Methode nur in be- 
Hmmten Grenzen anwendbar ist. Wo diese Grenzen legen, 
Lonnte nieht in Ertahrung gebracht werden, da anscheinend 

der Literatur eine diese Schtitzsche Hinweisung weiter aus- 
‘firende Arbeit fehlt. Stelli man sich aber vor, dal} die Mettsche 
Methode unter fiir den Verdauungseffekt ungiinstigsten Be- 
noungen arbeitet, indem bei ihr einer verhiiltnismiibig groben 
Menge Magensaft eine sehr geringe Menge Eiweilh zur Ver- 
dauung geboten wird, so kann man zur Vermutung kommen, 
dali diese Verhiiltnisse, mit der Volhardschen Methode ver- 
eichen, mit denen identisch sind, wo auf die Verdauungs- 
osung die grobten Magensaftmengen eiwirken. Nach der 
Volhardschen Methode wurde fiir einen Aciditiitszuwachs tiber 
26 com tjgo-n ein ziemlich gleicher Verdauungsetfekt erzielt 
und dabei waren die Verdauungsverhiiltnisse ja sehr ungiinstige. 
Anderseits labt E. Schiitz auf 1 @ EiweifB anscheinend sehr 
peeschwiichte, durch Selbstverdauung der Magenschleimhaut 
erhaltene Pepsinidsungen in’ 16sttindiger Verdauungszeit ein- 
wirken. Hier legen nun gerade die entgegengesetzten Bedingungen 
als bet der Mettschen Methode vor, indem= einer” verhiiltnis- 
mibig geringen Magensaftmenge ein geniigend grofes Verdauungs- 
Hiekt geboten wird. 

An dieser Stelle aber bereits schon irgendwelche Schliisse 
auf den Parallelismus dieser verschiedenen Methoden zu ziehen, 
wire verfrtiht. Es sind das vorliufig nur Vermutungen, die aber 
cmmniichst das Thema einer selbstiindigen Arbeit geben sollen. 

Am <Abschlufi dieser Abhandlung machte mich Frau 
Dr. N. Sieber, der ich an dieser Stelle fiir das Interesse, mit 

in sie meine Arbeit verfolgte, herzlich danke, auf eine Arbeit 
| SjOavists!) aufmerksam, worin derselbe durch Aufstellung 
') Skand. Arch., Bd. V, S. 398, «Physiol.-chem. Beobachtung uber 


~alZSaure>»., 
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von Verdauungskurven feststellt, dab die Kurven vom 0-Punkie 
aus viel schneller ansteigen als nachher. Er sehliebt daraus. 
dal der DigestionsprozeB sich aus zwei Phasen zusammensetyzt, 
welche je fiir sich behandelt werden miissen. Bestimmungey 
aus der ersten Phase fehlen, weshalb von diesem Teil dep 
Kurven natirlich nichts mit irgend welcher Sicherheit gesagt 
werden Kann. 

Wie aber aus obiger Arbeit hervorgeht, ist die Verdau- 
ungskurve eine kontinwerlich, wenn auch anfangs. steil aul- 


steigende. 








Der Nachweis organischer Basen im Pferdeharn. 
Von 
W. Achelis und Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1907.) 


Vor eiiger Zeit hat Achelis!) im Pferdeharn Methyl- 


minidin nachweisen kounen; eine Base, deren Vorkommen im 


deharn bisher nicht bekannt war. Es war nun nicht ohne 
resse zu sehen, ob damit die Zahl der unbekannten Basen 
Pferdeharns erschopft war, oder ob sich mit den von 


hmnann-Kutscher?) und Kutscher®) ausgearbeiteten Me- 
den noch andere daraus gewinnen leben. In der Tat haben 
nsere Untersuchungen gezeigt. dai auch im Pferdeharn eine 


canze Anzahl organischer Basen stecken miissen, von denen 


yy « 


bisher eine darstellen und als «¢-Methylpyridin» identi- 


ren konnten. Bei der weiteren Aufteilung des Pferdeharns 
indten wir folgendes Verfahren an. 


{10 Liter frischer Pferdeharn wurden sorgfiiltig durch mit 


Kieselguhr bedeckte Filter abgesaugt, mit Salzsiiture stark an- 


\T 


esiuert und mit Phosphorwolframsiiure ausgefillt. Aus den 
sphorwolframaten stellten wir nach bekannten Methoden die 
‘lensauren Basen dar. Naehdem wir die Losung derselben 


Salpetersiiure schwach iibersiiuert hattep, trennten wir davon 


rch Silbernitrat und Barytwasser die Alloxurbasen, Kreatin, 
eatinin und Methylguanidin ab. Die Silberverbindungen der 
annten Koérper wurden abgesaugt, das Filtrat davon durch 
zsiiture vom Silber, durch Schwefelsiure vom Baryt befreit, 


Schwefelsiiure stark angesiiuert und der Rest der Basen 


') Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 10. 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XLVIII, S. 1, und Bd. XLIX, S. &1. 
Diese Zeitschrift, Bd. LI. 
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von neuem durch Phosphorwolframsidure aus ihm abgeschiedey 
Die zweite Phosphorwolframfillung wurde abgesaugt, mit 5° 
Schwetelsdure sorgtiltig ausgewaschen und mit heibgesittigter 
Barytwasser zersetzt. Der Uberschul von Baryt wurde durch, 
Kohlensiiure gebunden. Die so erhualtene Losung der kohilen- 
sauren Basen dampften wir zur Beseitigung der letzten Leste 
von Baryt stark ein. Wir saéuerten sie darauf mit Salzsiiun 
an. Die Chloride engten wir auf dem Wasserbade bis zur be- 
ginnenden Krystallisation ein. Nunmehr nahmen wir sie mi! 
heifem Alkohol auf. Es blieben reichliche Mengen von Kalinr- 
chlorid ungel6st) zurtick. Davon filtrierten wir ab, verjagte: 
aus dem alkoholischen Filtrat den Alkohol und nahmen 
Riickstand wieder mit heibem. absolutem Alkohol auf. Diese 
Operation wiederholten wir, bis wir einen in heibem, absolutem 
Alkohol glattloslichen Riickstand bekamen. Wir nahmen den- 
selben scehlieblich mit absolutem Alkohol auf und fallten ih 
mit alkoholischer 20° oiger Platinchloridl6sung. 

Die Platinate schieden sich in Oltrépfehen und Flocken 
aus. Sie flossen allmiahlich zu einem = zithen, durchsichtigen. 
gelbbraunen Sirup zusammmen. Nach 48 Stunden hatte sich 
die jiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit vollkommen 
geklirt. Sie wurde davon abgegossen, der Niederschlag mehr- 
fach mit absolutem Alkohol abgespiilt, die Spiilfltissigkeit mit | 
der ersten Mutterlauge vereinigt. Wir wollen den Niedersclilag 1 
der Platinate als «Niederschlag A», die Mutterlauge sam! 
Spilfliissigkeit als «Filtrat A» bezeichnen. 


Verarbeitung von Niederschlag A. 


Die Platinate wurden in heibem Wasser gelOst, mit 
Schwefelwasserstotf zersetzt, die so gewonnenen Chloride zum 
diinnen Sirup eingeengt. Er wurde mit 30°/oiger wiisserige! 
Goldehloridl6sung gefillt. Die Goldverbindungen schieden sic! 
zundchst Olig ab. Nach emigen Tagen wurde ein Teil des Oles 
krystallinisch, ein anderer Teil aber blieb unverindert. (1 
zu analysierbaren Verbindungen zu kommen, gingen wir in ilit- 
licher Weise vor. wie Kutscher bei der Aufteilung des go.0- 


hiltigen Oles aus Menschenharn. Wir gossen vorsichtig 








\| 


Abs! 
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Der Nachweis organischer Basen im Pferdeharn. 


‘erlauge von den abgeschiedenen Goldverbindungen ab, 
men dieselben mit heibem, salzsiiurehaltigem Wasser auf, 
--tzten sie mit Schwefelwasserstoff und engten die so er- 
fenen Chloride zum Sirup ein. Diesen nahmen wir mit 
jutem Alkohol auf. Die alkoholiseche L6sung fillten wir 
alkoholischer SublimatlOsung. Nach 48 Stunden saugten 


» die Quecksilberfiillung ab und wuschen sie mit alkoholischer 


imatldsung. Teh will den Niederschlag als «Faéllung I> 
Filtrat davon samt Spiilfliissigkeit als «Filtrat I> be- 


ennen. 


Verarbeitung von Fiallung |. 


Die Quecksilberverbindungen wurden in heifem Wasser 
st, mit Schwefelwasserstolf zersetzt und die in Fretheit ge- 


<-izten Chloride zum Sirup eingeengt, der von neuem mit 30°%/oiger 


wiisseriger Goldehloridlésung gefallt wurde. Die nunmehr aus- 


<faindl 


Nende Goldverbindung krystallisierte schnell und = fast  voll- 


Nach zweimaliger Umkrvstallisation aus heifbem, salz- 


oe 
a 


rehaltigem Wasser war sie rein. Sie krystallisierte in hell- 


en. derben, gliinzenden Nadeln, die in’ kaltem Wasser 


hwer losheh waren. Analyse und Schmelzpunkt zeigten, dab 


Aurat des 7-Picolin vorlag. Es schmolz bei 201° unter 
wachem Aufschiiumen, nachdem es vorher gesintert war. 
\usbeute an Aurat hatte ca. O.7 & betragen. 


1086 ¢ Substanz gaben 0.0495 ¢ Au (IL Umkrystallisation). 


992» , 006+ > > (IL 
12060: . 0.0738 » CO, und 00250 g¢g HO. 
hTLOS 2.85 ccm N; T. =< 11°: Ba. 796 mm. 
Fiir CJH,y CH N - HCL- AuCl, 
Berechnet: Gefunden: 
C = 16.6°/o () - 16.7% 0 
H = 4,9°%e H : 23 °o 
N 3,3°%/o N 3,1 °/o 
Au = 45,5°/o Au 19.6: 45,8°/o 


Die Muttersubstanzen des -Picolins, das sich im Pferde- 
| nachweisen labt, sind wahrseheinlich Pfllanzenalkaloide, die 
vutter vorhanden sind. Denselben kommen jedenfalls Pyridin- 
e zu. Sie werden im Organismus des Pferdes in Fretheit 








, “ ee 4 
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gesetzt und bis zum widerstandsfihigen ¢-Picolin abgebaut, as 
der weiteren ZerstOrung entgeht und im Harn austritt. 


Verarbeitung von Filtrat l. 


Aus Filtrat I verjagten wir den Alkohol, nahmen de 
Riickstand mit heibem Wasser auf, entfernten das Quecksil}e 
daraus durch Schwefelwasserstoff, engten die so erhaltenen 
Chloride zum Sirup ein, den wir mit 80°/oiger Goldchloridl6sin: 
fiillten. Die Fiillunge schied sich zuniichst als Ol ab, das aber 
bald in gliinzenden, durchsichtigen Siiulen krystallisierte. Dic 
Ausbeute an dieser Verbindung betrug ca. 0,5 g. Leider gin: 
uns die ganze Masse dureh einen Unfall verloren. Wenn w) 
daher auch nichts Niiheres tiber diesen zweiten Korper ais- 
sagen konnen, so zeigt unser Versuch doch, dab unser Ver- 
fahren imstande ist, die durch alkoholische Platinchloridl6sun: 
fillbaren Basen anniihernd aufzuteilen. 

Auf den durch Phosphorwolframsiiure  fiillbaren, dui 
alkoholische Platinchloridl6sung hingegen nicht fiillbaren Basen- 
rest, der in «Filtrat A» stecken mub, werden wir spater cin- 


gehen. 





Zum Chemismus der Verdauung im tierischen Korper. 
IX. Mitteilung: 
Uber die Bakterien des Verdauungstraktus beim Hunde. 


Von 
L. M. Horowitz. 


im pathologischen Laboratorium des K, Instituts fiir experimentelle Medizin zu 


St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1907.) 


I. 
Kiner giitigen Anregung von E. S. London folgend, dem 
hierbel meinen verbindlichsten Dank ausspreche, habe ich 
(ntersuchung tiber die bakterielle Flora des Magens resp. 
Darmes unternommen,!) wobet ich die mir von Ek. S. Lon- 
zur Verfiigung gestellten Verdauungsfistelhunde benutzte, 
uuentlich: Woltschok — mit einer Magenfistel, Zigan 

einer Pylorusfistel, Rjabtschik — bei dem die Fistel sich 
ain Ende des Duodenums findet, Lew — dessen Fistel 1 m weit 
Pylorus entfernt ist, Shutschok — mit einer 1m weil 
Coecum abstehenden Fistel, und endlich Byelka, bet dem 
Fistel am Ende des Diinndarms angelegt ist. 

Unsere bakteriologischen Untersuchungen des Magendarm- 
raktus wurden zunachst auberhalb der Verdauungsperiode, d. h. 
niichternen Zustande nach 24stiindigem Hungern  unter- 
omen: dann wurden sie wiihrend der Verdauung wiederholt, 
te Zeit nach der Einnahme moglichst steriler Nahrung — 

In der vorliegenden Mitieilung werden nur die allgemeinen An- 
hetreffend die bakterielle Fiora des Magendarmtraktus nach dessen 
nen Abschnitten auseinandergesetzt. Alle von uns isolierten Bakterien- 

i werden aufbewahrt und von Zeit zu Zeit auf frische Nahrboden tiber- 
ft. Im weiteren beabsichtigen wir sowohl in vitro wie auch be- 
rs In vivo eingehender, wie es hier der Fall war, zu bestimmen, in 


em Mate die betreffenden Bakterienarten am Verdauungsprozef teil- 
n. EK. London. 
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Milch und Hiihnereiweib. Im ersten Fall, do. oh. beim = leeren 
Magendarmkanal, wurde die Magen- resp. Darmwand_ mitt«|s 
eines Stlickchens sterilisierten Fliebpapiers von genau bestiny, 
ter Flichenausdehnung abgetupft, welch letzteres in) die 1)! 
schwacher CarbolsiiurelOsung und danach mit sterilem Wass. 
sorgtiltig gereinigte Fistelofinung eingefiihrt wurde, wobei es 
ein bestimmtes Quantum Schleimhautbelag aufzusaugen pflest, 
Das betreffende Papierstickchen wurde dann mit 10 c¢em ste- 
rilen Wassers resp. bouillons ausgeschiittelt: um neben 
qualitativen auch die genauen quantitativen Bestimmungen 
ermoglichen, wurde vor der Anfertigung der Plattenkulture 
ein bestimmtes Quantum der genannten Fliissigkeiten nach: |ie- 
heben noch mehr verdtinnt. Im zweiten Fall, in dem. = sich de 
Speisebret nach einem bestimmten sowohl von der Fistellay 
wie auch von der Nahrungsart abhiingendem Zeitraum nact 
der Nahruneseinnahme aus der Fistel ausschied, samme|te 
wir nach der beschriebenen Reinigung der FistelOffnung einige 
Tropfen. fliissigen Magen- resp. Darminhaltes in ein. steriles 
Reagenzelischen und machten dann eine genaue Verdtinniung 
zur Erleichterung der quantitativen Bestimmungen. 

Wir ersparen den Lesern dieser Zeitschrift, wegen deren 
speziellen Charakters, die Beschreibung siimtlicher Versuche 
mil den dabei aufgefundenen Bakterienarten im Vergleiche mit 
den in der Literatur befindlichen Angaben umsomehr, als dic 
austiibrliche Darstellung unserer Resultate in dem in unserem 
Institut herausgegebenen «Archives des Sciences biologique- 
niichstens zur Verdffentlichung kommt. Hier wollen wir | 
die wesentlichsten Punkte anfiihren. 


II. 


Was die Menge der Bakterien im Magen- resp. Darin- 
inhalte betrifft, so vergroBert sich dieselbe, wie es tibrigens 
zu erwarten war, fast regelmiibig gegen das anale Darmenie 
hin: dabei erscheint sie in bestimmten Diinndarmabschnit! 
im Verlaufe der Verdauungsperiode, wenn auch die Nahrung 
selbst vollkommen bakterienfrei ist, etwas bedeutender als naw ‘ 


Yi stiindigem Fasten. 
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tierischen Kérper. IX. Wa 


Nach 24stiindigem Hungern fanden wir in je lt mg des 


\agen- resp. Darmwand bedeckenden Belags folgende in der 
evenden Tabelle |. Reihe wiedergegebenen mittlere Werte: 








Bi 


hautbelag 


Nach 
24stiindigem 
Hungern 


Fistellage 


in | mg Schleim- 


ikterienzah|! 
in | mg Verdauungsbre1 
Nach Hiihner- 


eiwelf- 
fiitterung 


Nach Milch- 


fiitterung 





5 

¢ des Duodenums . 70 
St) 

velit vom Pylorus. 45 
Coecum —. 175 

les Diinndarms . . po) 





25 25 
29 235 
28 28 
175 SS 
22%) 135 
‘7 DDO 





Nach der Milchfiitterung wurden auf je 1 mg der aus der 


-ich entleerenden Verdauungsp) 
gevebenen Mittelwerte festgestellt. 


‘odukte die in der Reihe I 


Wir diirfen aber nicht 


meessen, dab, wiihrend im ersten Fall die Magen- resp. Darm- 


nur mit einem diinnen Schlei 


nbelag bedeckt erscheint, 


in zweiten Fall grobe Quantitiiten Speisebret erhielten, 


P30 0, B25 ¢, BOO ¢, 100 g, 75 


so der Fistel6ffnungen gerechnet): ¢ 


ve 7) ¢ (nach der Reihen- 


$C 


ybeleich also ein bestimm- 


eich grobes Quantum Magen- resp. Darminhalt in’ beiden 


en dieselbe Menge Bakterien = ent 
semten Darmtraktus deren Zahl 
er sein mu, als im ersten Fall, 


hilt, ist es klar, dali im 
nach Milchfiitterung viel 
d. h. beim leeren Magen- 


mkanal. Bei Verdauune des Hiihnereiweibes leben sich auf 


ing Speisebrei analoge Zahlen t 


Reihe Hl wiedergegeben sind. 
In der ersten Versuchsreihe wt 
Darminhalte folgende Bakterien 
im Magen: B. Staphylococcus 


eststellen, die in der Ta- 


irden von uns im Magen- 


arten isoliert: 


albus, Staphylococcus au- 


. mesentericus vulgatus, Pneumobacillus Friedlaenderi, 


coceus cereus albus. 


e-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LU, 


r 


~ 
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lm Anfang des Duodenums: Bb. coli, B. aeidi lac 





Diplococeus enteritis. 
Am Ende des Duodenums: B. coli, Staphylococe 





albus, Staphylococcus aureus, Bacillus luteus, Micrococcus te- 
tragenus. 

fm weit vom Pylorus: Bb. coli, B. acidt laetici, |)- 
plococcus enteritis. 

lm vor dem Coecum: 6b. coli, Staphylococcus al), 
Pneumobacillus Friedlaenderi, b. septicus putidus, b. flayus. 
Streptococcus, Micrococeus tetragenus, 

Am Ende des Dtinndarms: b. coli, Micrococcus tet; 
genus, Staphylocoecus albus, b. septicus putidus, Proteus vulgar 

In der zweiten Versuchsreihe isolierten wir folgende 
Bakterienarten: 

Magen: Staphylococcus aureus, b. acidilactici, Micro- 
coccus cereus flavus, Sarcina flavescens. 

Anfang des Duodenums: Bb. coli, B. acidi lactic: [)- 
plococcus enteritis, B. Proteus vulgaris, Saccharomyces Pus! 
rinus, 

Ende des Duodenums: Mierococcus tetragenus, Bb. co 
Bo acid lactien. 

fom weit vom Pylorus: b. coli, B. acidilactici, |)- 
plococcus enteritis, Micrococcus tetragenus, b. septicus putidu- 
B. Proteus vulgaris. 

fom vor dem Coecum: b. coli, B. acidilactici, | 
plococcus enteritis, Microccocus tetragenus, Bb. septicus pulidus. 
b. Proteus vulgaris. 

Ronde des Diinndarms: B. coli, B. Proteus vulgat- 
B. septicus putidus, B. acidi lactici, Staphylococeus albus, Mi- 
crococcus tetragentus. 

ln der dritten Rethe von Versuchen fanden wir im Spclse- 
bret foleende Bakterienarten: 

Magen: Bb. mesentericus vulgatus, Micrococcus tetragenil 
Sarcina tlavescens, Saecharomyces Pastorianus, 

Anfang des Duodenums: B. coli, Micrococcus tetre- 


eenus, Diplococcus enteritis, B. mesentericus vulgatus, B. Pro! 


vulgaris, Saccharomyces Pastorianus. 
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Ende des Duodenums: B. coli, Bb. Proteus vulgaris, 
coccus enteritis, Micrococcus tetragenus. 
{ m weit vom Pylorus: B. eolt, B. acidi lactici, Diple- 
us enteritis, B. Proteus vulgaris, B. septicus putidus. 
| m vor dem Coecum: Staphylocoecus albus, Diplo- 
cus enteritis. Micrococcus tetragenus, Cladothrix chromogenes, 
8 coli, B. Proteus vulgaris, bB. septicus putidus. 
‘nde des Diinndarms: Bb. coli, B. Proteus vulgaris, 


5, I). septicus putidus, Staphylococcus albus, Diplococcus enteritis, 
weoccus tetragenus, Streptothrix invulnerabilis. 
Ks muh noch hinzugefiigt werden, dab die Bakterienarten 
: ey Plattenkolonien stets mit denjenigen der Strichpraparate 
| copvlichen wurden, um keine von den nach ihrer Morphologie 
: conbaren Arten in den Plattenkulturen zu tibersehen. Nur 
: ; cine cinzige spirillenartige Bakterienart, die wir einmal in einem 
: Stichipraiparat aus dem Diinndarminhalt von Shutschok (Fistel 
- &§ bin vor dem Coecum) fanden, blieb ohne weitere Entwicklung. 
In betreff des anaeroben Verhaltens der von uns tsolierten 
Haktertenarten kOnnen wir vorléulig mitteitlen, dab alle unsere 
Kulluren sowohl bet SauerstoffabschluB, auf den mit Vaseline 
edeckten Platten, wie bei Gegenwart von Natrium pyrogallicum 
in Wasserstolfstrome entweder vollkommen steril blieben, 
dali dabet nur diejenigen Bakterienarten zur Entwicklung 
: conen. welche auch bei Sauerstoffzutritt wohl gedeihen, nament- 
- j Staphylococcus und Baetertum colt. Vielleicht ist dieser 
: angel an obligaten Anaerobien im Diinndarm unserer Hunde 
der Anwesenheit der Fistel selbst in) Zusammenhang zu 
en, welch letztere wihrend des Experimentes der Luft 
- youkommen freien Zutritt ins Darminnere ermoglicht. Jeden- 
is lussen wir diese Frage vorliufig noch offen und werden 
be durch weitere Versuche zu entscheiden suchen. 
Nach all dem Gesagten kénnen wir alle) beschriebenen 
Jokterienarten in zwei Gruppen einteilen: die einen, namentlich 
nigen, welche in den Plattenkulturen nur ein paar Kolomen 
: fvoen und auberdem auch nur selten darin zu finden waren, 
, fen wir als zufiillige Darmgiiste, wiihrend die andern 





ine obligaten Einwohner angesehen werden miissen, 





~ 
é 
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Zu den letzteren gehéren: B. coli, B. acidi lactici. 3 
Proteus vulgaris. B. septicus putidus, Staphylococcus albus. 
Staphylococcus aureus, Diplococcus enteritis, Micrococcus tetra- 
genus, Sarcina, Saccharomyces (diese Hefe fanden wir oft in 
den Strichpraparaten aus dem Inhalte des Magens resp. d+. 
oberen Darmteils, doch blieb sie in den meisten Fiéllen ob, 
weiteres Wachstum), Bb. mesentericus vulgatus: andere Ba\- 
terienarten: b. luteus, B. flavus. M. cereus albus, M. cere:s 
flavus, Pneumobueillus Friedlwender, Cladothrix chromoges.- 
und Streptothrix invulnerabilis gehoren wahrscheinlich zu 
zutiilligen Arten, welche sich im Darme nicht weiter entwicke!n, 
sondern zugrunde gehen und auch nur ausnahmsweise. dari 
zu entdecken. sind. 

Was nun die obligaten Bakterien des Magens resp. e- 
Darms anbetrift, so konstatieren wir. dai B. coli immer 
allen Diinndarmabschnitten zu finden ist, wihrend es uns tie 
gelungen ist. dasselbe im Magen nachzuweisen. Der zu ce 
Fiiulnisbakterien gehorende b. septicus putidus hilt sich im 
im unteren Teil des Diinndarms aut, wiihrend b. mesentericis 
vulgatus., Sarcina nnd Saccharomyces sich im Gegenteil den 
Magen und den oberen Diinndarmabschnitt zum Wohnort wiililen 
wahrscheinlich aus dem Grunde, weil ihnen darin mehr Satier- 
stoff zu Gebote steht. 

Ks ist bemerkenswert, dab b. lacticus, dem wir in «4: 
ersten) Versuchsreihe nicht tiberall begegneten, nach Milch- 
fiitterung in allen Diinndarmabschnitten nachweisbar wird. Dem- 
entsprechend lift sich der eiweibspaltende Proteus vulgiris 
in der zweiten und besonders in der dritten Versuchsret! 
wobel es sich um reine EiweiBverdauung handelt. viel) hiu- 
figer in den oberen Diinndarmabschnitten konstatieren. Die br- 
kliirung dieses Phiinomens suchen wir freilich nicht in der ¢'- 
waigen Wanderung der betreffenden Bakterie, sondern hatiy'- 
siichlich darin, dal} infolge viel ausgiebigerer Entwicklung der- 
selben auf geeignetem Niihrboden ihre Entdeckung sogur 
den geringsten zur Untersuchung dienenden Nihrstoffmeny 


sehr erleichtert wird, 
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Die Wirkung der von uns isolierten obligaten Bakterien 
\Vagendarmkanals auf verschiedene Niihrstoffe gestaltet 
‘oigendermaben: 6 Bakterienarten besitzen proteolytische 
schaften. die schon in der Verfliissigung der Gelatine zur 
rung kommen, und zwar der in verschiedenen Darmab- 
ten sowie im Magen vegetierende Staphylococcus albus 
uireus, Sarcina, die nur im Magen sich findet, B. mesen- 
is yulgatus. der ebenfalls den Magen resp. den oberen 
teil bewohnt. endlich b. Proteus vulgaris und B. septicus 
ix, von denen der letztere nur im unteren Darmabschnitt 
powiesen wurde, wiihrend der erstere im = Laufe der Ei- 
verdanung auch im oberen zugegen war. Die Wirkung 
einer Arten auf natives Eiweif ist verschiedenartig: Sta- 
occus albus und aureus scheinen keine wesentliche Ver- 
rung des gekochten Htihnereiweibes hervorzurufen: es lassen 
in Reagenzglischen keine Albumosen nachweisen: auch 
asein wird bei der Einwirkung der genannten Bakterien 
peptonisiert und im Peptonboutllon bildet sich kein Indol. 
he negative Wirkung auf Eiweifi besitzt auch Sareina. 
sentericus vulgatus verleiht dem Hiihnereiwetf eine dunkle 
ing sowle einen Geruch nach Ammoniak. Bei der Ein- 
ne auf Hiihnereiweifyh sowie in der mit B. mesentericus 
‘ten Milch sind Peptone nachweisbar, wobei sich aber 
letzteren bet der ferneren Einwirkung der betreffenden 
rie nicht weiter spalten; im Peptonbouillon wird kein Indol 
b. Proteus tibt ebenfalls keinen wesentlichen Einflab 
Hiihnereiweif: es mul aber darauf hingewiesen werden, 
its in Verdauung begriffene Eiweib unter der Einwirkung 
Proteus rasch peptonisiert wird. Milehcasein wird durch 
‘on Wirkung ebenfalls peptonisiert; dies scheint aber nicht 
nt zusein. B. septicus putidus erzeugt bei seinem Wachs- 
ii Hiihnereiweils in demselben tiefe Veriinderungen: schon 
1.2 Tagen wird es dunkelbraun und bekommt einen 
fen kotihnulichen Fiiulnisgeruch. Nach dem Abspiilen der 
oberfliiche mit Wasser lassen sich in demselben Peptone 
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nachweisen. Auch Milchcasein wird durch seine Wirkung teil yw: 





peptonisiert : dagegen bleibt in der mit diesen Bakterien 
Impften Peptonbouillon die Indolbildung gewo6honlich aus. 





Die peptonisierende Wirkung fehlt also fast allen Bakte 
des Magens resp. des oberen Darmteils. Dem B. mesentericis 
von dem nur 2—38 Kolomen in je 1 mg des Darminhaltes 
kommen. kann man kaum eine bedeutende Rolle in dieser Hin- 
sicht zumuten. Dieser Mangel an peptonisierenden Baktericn 
In dem oberen Darmteil welch letzterer an den durch 
stark peptonisierende Wirkung ausgezeichneten Verdauungs- 
siiften reich ist. erscheint sehr zweckmiibig. Im unteren 7) 
des Diinndarms dagegen, wo die Verdauungssiifte ihre \Wip- 
kung zum groben Teil eingebiibt haben, wo aber einige [)- 
weibportionen nicht selten in noch unverdautem Zustande anu- 
langen. kOnnte b. septicus putidus, von dem wir in je | 
des Darminhaltes 200 bis 300 und mehr Individuen find: 
dank seiner spaltenden Wirkung, an Stelle der Verdauungssé 
treten. Eine weitere Rolle bei der Spaltung der Peptone 
hort vor allem dem b. coli, der in Peptonbouillon grobe Menge 
von Indol erzeugt. und auberdem vielleicht aueh dem B. Proteus 

Die meisten obligaten Bakterien des Diinndarms wir 
kriiftig auf einige Kohlehydrate, namentlich auf Lakiose: S'a- 
phylococeus albus und aureus, B. Proteus vulgaris, B. sepdcus 
putidus, B. colt, B. acidi lactici, Bb. mesentericus vulgatus., S:u- 
cina, Saccharomyces alle genannten Bakterienarten erzeus 
in der Mileh saure Reaktion infolge Siiurebildung aus der | 
tose, und zwar bilden sie meistensteils Milchsiiure. welch Jetzt 
die Gerinnung des Caseins bewirkt. Ber der Einwirkung des 
Diplococcus enteritis und Micrococcus tetragenus dagegen bi: 
Lactose unveriindert, und die Reaktion der Milch erweist s 
als neutral oder alkalisch. Was nun die Fette anbetrilff. - 
sind sie ein ganz ungeelgnetes Nahrsubstrat ftir die Bakterien: 


unsere Versuche, Bakterien auf sterilisierten Stticken Schwel 


fett zu kultivieren, blieben erfolglos. 

Wir beschriinken uns auf diese wenigen Bemerkune 
liber die Wirkung der Bakterien auf Néhrstoffe: die genauel 
Verhiiltnisse tiber deren chemische Rolle beim VerdauungsproZ: 
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sanismus selbst kommen spiiter zur speziellen Untersuchung. 
Vorliufig kann man nur so viel sagen, dab die Rolle der Bak- 
obgleich sie, wie sich aus ihrer geringen Zahl vermuten 

aich keine sehr bedeutende ist, dennoch augenscheinlich 


bhezwellelt werden diirtte. 
IV. 
Aujerdem haben wir einige Untersuchungen fiber das Ver- 
der zufiilligen Bakterienarten im Darme unternommen. 
esem Zwecke fiitterten wir unsere Hunde mit einer Pro- 
-iskuitur, in der die Individuenzahl genau bestimmt war, 
fersuchten dann die Verdauungsfliissigkeit vom bakteriellen 
ispunkt aus. Die eingefiihrte Bakterienmenge tbertraf 
\illionen. Schon im Magen fanden wir weniger als 1500 
fuen: ber den tbrigen Hunden waren die Resultate ganz 
und am Ende des Diinndarms fanden wir nur 750 Indi- 
bei Untersuchung des Magen- resp. Darminhaltes am 
Tage nach der Fiitterung lie} sieh darin kein B. Pro- 
‘is mehr nachweisen. Es liegt demnach nahe, anzunehmen, 
ie Saprophyten, welche zufallig, wenn auch in ungeheuren 
in den Magen gelangen, gewohnlich rasch zugrunde 
ohne irgend einen Einfluf auf seine obligate Bevolkerung 
iiben, 
You welchen Bedingungen hiingt nun dieses Phainomen ab ? 
kes konnten dabei drei verschiedene Faktoren eine Rolle 


|. Die Wirkung!) der Verdaungssiifte. 2. diejenige der 
‘uuungsprodukte und 3. gegenseitiger Einflub der Bakterien 
nander, 

\Wir haben nun die Wirkung der genannten Faktoren auf 
ligiosus gepriift und zwar: 1. diejenige des Magensaltes, 
is einer Magenfistel ganz rein erhalten wurde, auberdem 
nige der Galle samt Pankreassaft, welche BE. S. London 
nem Hunde mit einer Pylorusfistel erhielt, deren Lumen 
cine Scheidewand in zwei Hilften geteilt war, und endlich 


Alle Fliissigkeiten haben wir vor dem Besiien durch eine Cham- 


cerze filtriert. um sie bakterienfrei zu machen 
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die Wirkung des Darmsaftes, der von einem nach Thiyy. 
Vellscher Methode operierten Hunde stammte. 

Kin bestimmtes Quantum von Prodigiosuskultur wurde 
die betreffende, vorher dureh Filtrieren sterilisterte Fliissic} 





sowle in ein zur Kontrolle dienendes Boulllonréhrchen geiny) 





nach einem bestimmten Zeitraum wurden aus je ? 19 com dey ve- 
nannten Flissigkeit. Strichkulturen sowle auch Bouillon-Pliattey. 





Kulturen verfertigt und die daraul gewachsenen Kolonien gezi 
Derselbe Versuch wurde mit dem typischen Repraésentanten de: 
obligaten Darmbakterien — dem b. coli — wiederholt. Es fand sic 
dafviim reinen Magensaft, der ca. 0.5°,0 frete Salzsa@ure enths 
sowohl die zufiilligen, wie die obligaten Darmbakterien, selbst 1 
eroben Mengen cingefiihrt. schon nach 1 Stunde oder sogar frii! 
zugrunde gingen: in | cem Magensaft sind in 1 Stunde 10 Million 
bakterien get6tet worden. Demgegeniiber erscheinen Galle samt 
Pankreassaft und Darmsaft sehr geeignet fiir das Bakter: 
wachstum, ohne irgend welche bakterienfeindliche Wirkune 
iiubern, wober ebenfalls kein Unterschied in dem Vertu 
eeven die obligaten und zufiilligen Darmbakterien konstatic) 
werden konnte. 

Wir haben auch die Wirkung der Verdauungsprod. 
namentlheh des verdauten Ewell auf Bakterien untersu 
Zu diesem Zweck benutzten wir die aus der Pylorusiis!: 
stammende Fliissigkeit. die keine freie Salzsiure enthiil! 
deren saure Reaktion mit der Bildung von Acidalbuminen Us\\ 
einhergeht. Es erwies sich, dai dieser Fliissigkeit jede 
tericide Eigenschaft fehlte. so dab sowohl die obligaten wie 
zufiilligen Bakterien sich darin in der tippigsten Weise, ungelih 
wie in Bouillon. entwickelten. Man kann daraus den Sely 
Zlehen, dali der Magensaft trotz stark antibakterieller Wirsing 
der freien Salzsiture im Magen selbst diese sehititzende [i 
nur teilweise erfiillt, indem er durch Verbindung mit dem kiwe 
seine antiseptischen Eigenschaften verliert und dieselben nui 
Verlauf einer kurzen Periode auszuiiben pflegt. in der die Salzs 
noch ungebunden bleibt. Auf diese Weise wird es zahilreic! 


Bakterien, welche mit der Eiweifnahrung in den Magen einge! 


werden, ermodglicht, entwickelungsfiihig den Darm zu erreic! 
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Schlieblich untersuchten wir aueh noch die Wirkung der 
raten Bakterien auf die zufalligen AnkéGmmilinge. Zu diesem 
cke impften wir bBouillonrdhrehen mit bestimmten ganz 
hen Mengen von b. coli und Bb. prodigiosus, Bb. coli und 


il 


dteus, B. col und b. cereus albus, Staphylocoecus und 


prodigiosus und beobachteten tiaglich die Proportionaiitiit je 


er Arten sowohl in den Strichpriparaten, wie in den Platten- 
nienw Es zetgte sich, dab B. coli die obengenannten Arten 
schnell an Menge tibertraf, so dab es schon am zweiten 
in der Proportion 100: 1 auftrat und nach zwei Tagen 
Roudlonroéhrchen nur noeh eine reine Wultur von Bb. coli 
wuinden war: in den Plattenkulturen entwickelten sich eben- 
weder b. prodigiosus, noch B. cereus albus, noch b. luteus. 


Staphylococcus zeigte iihnliches Verhalten wie B. prodi- 


Demgegeniiber gedethen, wie aus der Literatur bekannt, 
obligaten Bakterien — B. eoli und Bb. Proteus neben- 
ler, ohne sich gegenseitig zu schaden. Es liegt also nahe, 


le Siifte samt Verdauungsprodukten im Darm keine baktericide 


rkung besitzen, die Vermutung auszusprechen, dah die in 


Verdauungstraktus zufallig gelangenden Bakterien, welche 
Wirkung der Salzsiture im Magen entgangen sind und den 
m unversehrt erreicht haben, daselbst im Kkampfe mit den 


gaten Darmbakterien, wie z. B. B. coli und Staphylococcus, 


runde gehen, wobei nur einige pathogene und zu gleicher 


sehr resistente Keime diese Konkurenz zu tiberstehen 
nde sind. 

Aus all dem Gesagten lassen sich, was Hunde anbetrifft, 
ende Schiliisse ziehen: 


I. Die Zahl der bakterien im Diinndarm steigt regelmabig 


en das anale Ende zu: auberdem ist sie sehr gering nach 


Fasten, vermelrt sich aber in der Verdauungsperiode. 
2. Die bakterielle Flora des Diinndarms besteht aus 
en und zufiilligen Arten, welch letztere sich darin even- 
hachweisen lassen, aber sehr rasch verschwinden. 

>. Manche obligaten Bakterien des Diinndarms gedethen 
nblich nur in bestimmten Abschnitten, wihrend andere 
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bald im emen. bald im anderen Teil zu treffen sind: Bo col) 
erscheint als bleibender Bewohner des gesamten Diinndarmns. 

+. Wihrend der Verdauung einer bestimmten Nahrunegsar 
lait sich im Dtinndarm eine gewisse Vermehrung derjenigey 
bakterien konstatieren, welche auf die betreffenden Nahrungs- 
-toffe eine besondere chemische Wirkung auszuiiben  pflegen, 
so z. b. bb. acid: lactic: ber Milchverdauung, b. Proteus vulgaris 
ber der Eiweilinahrune, 

». kinige obligate Bakterienarten des Diinndarmes, |ie- 
sonders aus seinem unteren Teile, spalten Eiweil, die meisten 
davon tiben auch eine bedeutende Wirkung auf Kohlehydraic 
aus. z Db. auf Lactose: keine der genannten Bakterien benutz! 
zu ihrer Entwickelung aussehlieblich Fette. 

6H. Peros mit der Nahrung eingenommene Bakterien gehen 
im Magen resp. tm Darm rasch zugrunde. 

7. Von den Verdauungssiiften besitzt nur reiner, frische) 
Magensatt. dieser aber in hohem Grade bakterient6tende Wirkung. 
wiihrend Galle samt Gallensiiuren, Pankreassaft und Darmsatt 
sich als sehr gute Nihrb6den erweisen. 

&. Die Eiweibverdauungsprodukte und Verdauungssiilte be- 


glinstigen ebenfalls das Bakierienwaehstum. 

%. To Mischkulturen gehen die zufilligen Saprophyten, wie 
Bb. prodigiosus, b. cereus, b. luteus u. a. unter dem = vernich- 
tenden Einflub der obligaten Diinndarmbakterien bald zugrunde, 
so dal sie sich nach 1—2 Tagen nicht mehr ziichten lassen. 




















Untersuchungen diber die Bildung des Lachsprotamins. 
Von 
Dr. phil. F. Weiss. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 
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(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1907. 


Seitdem die Verschiedenheiten in der Zusammensetzung 
Kiweibkorper mehr und mehr bekannt geworden sind und 
Hem man zuverliissige Methoden zur quantitativen Bestim- 
einzelner Eiweifbausteine gefunden hat, sind den Stoff- 
‘iseluntersuchungen neue Ziele und Wege gewiesen. Wiih- 
man friiher das Eiweifi als Ganzes betrachtete, wird man 
vorwiegend bestrebt sein, das Schicksal der einzelnen, 
m kiweih verketteten und das Eiweii bildenden Atomgruppen 
Qrganismus zu untersuchen. 
kine solehe Betrachtungsweise ist den friiheren von Wa- 
emann!) im hiesigen Institut ausgeftihrten Untersuchungen 
wrunde gelegt worden und ist in gleicher Weise auch fiir 

Arbeiten mafigebend gewesen. 

Wenn man die von Miescher?) vor lingerer Zeit unter- 
iien Vorgiinge bei der Reifunge der Testikeln im Licht der 
eren Arbeiten iiber die komplexen und einfachen Eiweib- 

r betrachtet, so ergeben sich Gesichtspunkte von allge- 

hiologischem Interesse, welehe neuerdings von A. Kos- 

erortert worden sind. Es findet eine Umlagerung der 
ibkOrper im Organismus des Fisches statt, indem gleich- 
ein Teil des typischen argininiirmeren Eiweibes der Mus- 


Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 335. 

Berliner klin. Wochenschrift, 1904, Nr. 41. 

Die histochemischen u. physiologischen Arbeiten von Ff, Miescher 
S. 116. 


Diese Zeitschrift. 





Bd. XLIV, 8S. 54 
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keln schwindet und das argininreiche Spermaprotein, das | Sal- 
mine, abgelagert) wird. 

Die einfachste Erklirung dieses Vorganges ist foleende 
das Muskeleiweil} wird teilweise zersetzt. indem der Monoamydo- 
siiureanteil und ebenso die Lysingruppe groBtenteils  zerstiy 
wird, withrend das Arginin erhalten bleibt. Letzteres bilde: 
mit einer geringen Menge Monoamidosiiuren das Salmin. Diese 
Auffassune ist nur dann moelich. wenn aus dem = zerstOrten 
MuskeleiweiB soviel Arginin hervorgehen kann, wie in dem neu- 
gebildeten Protamin enthalten ist. Da keine Analysen der f)- 
weiBkOrper des Lachsfleisches vorlagen, zog A. Kossel cine 
von ihm selbst ausvefithrte Analyse des Eiweibes aus dem 
Kaninchenmuskel zum Vergleich heran. Legt man diese Zal! 
der Berechnung zugrunde, so ergibt sich in der Tat, dal} die 
Menge des im = Stoffweehsel des Fisches zersetzten Muskel- 
eiweibes geniivt, um den Argininbedarf der wachsenden Testike! 
zu deeken. Immerhin konnte dieser Nachweis noch nicht als ein 
endgiiltiger angesehen werden, solange die Untersuchungen nicht 
am Lachsfleische selbst ausgefiihrt waren. Ich habe diese Liicke 
auszufiillen g@esucht, indem ich einerseits den ganzen Arginin- 
vorrat der Muskelsubstanz eines den Rhein aufwarts wandernden 
Lachses und zwar eines «Jakobssalmen», feststellte, anderseils 
den Prozentgehalt des Muskeleiweibes an Arginin§ bestiminte: 

Auf diese Weise wurde eine sichere Grundlage fiir dic 
von A. Kossel vorliiufig gemachten Berechnungen gewonnen, 
welche dessen Schlubfolgerungen vollauf bestitigten. 

Gileichzeitig mit den Bestimmungen des Arginins wurde 
solche des Histidins und Lysins ausgeftihrt, 


Methode der Spaltung. 


Die bei folgenden Spaltungen angewandte Untersuchung- 


} 


methode ist diejenige, die Kossel und Kutscher in iliver Ab- 
handlung «Beitriige zur Kenntnis der Eiweiikorper», Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXII S. 165 beschrieben haben. Sie besie! 
aus folgenden Operationen: 

I. Zersetzung der Kiweibkorper durch Kochen mit Schwele- 


SUULre., 
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i]. Entfernung der Schwefelsaure gleichzeitig mit dem 
der Zersetzung gebildeten Huminstickstoff durch Barvt;: 
Bestimmung des Huminstickstoffs: Bestimmung und Entfernung 
es Ammoniaks. 
Ill. Féillung des Histidins und Arginins als Silberverbin- 
ingen. 
IV. Quantitative bestimmung des Histidins. 
V. Quantitative Bestimmung des Arginins. 
VI. Quantitative Bestimmung des Lysins. 
Ns diese Bestimmungen in threr Ausfiihrung im Laufe 
Zeit eine Reihe kleiner Anderungen und Verbesserungen 
frennung des Histidins und Arginins als Silberverbindungen 
h Barvamearbonat,!) Wiagung der Pikrolonate des Argi- 
mis und Histidins?)) erfahren haben, halte ich es fiir zweck- 
miiiig., in folgendem nochmals eine ausfiihiiche Beschreibung 
is Analysengangs zu geben, wie er jetzt im hiesigen Labora- 
‘orium gewOhnlich ausgefihrt wird. 


| Zersetzung der Eiweifikorper mittels Schwefelsaure. 


Das zu untersuchende Eiweif wird mit einer Mischung 

dev dreifachen Menge seines Gewichts konzentrierter Schwefel- 

und der sechsfachen Menge seines Gewichts Wasser 

'i Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Die Spaltungsfliissigket 

rd iit Wasser verdiinnt, filtriert, zum Liter aufgeftillt und 

leststellung des Gesamtstickstoffs in 10 com derselben der 
Sickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


1] 
i | 


Lntfernunge der Schwefelsiiture und des Huminstick- 
stoffs. Bestimmung des Ammoniaks. 

Nie unter | gewonnene schwefelsaure LOsung wird zum 
Sieden erhitzt und zwecks Abstumpfung der zur Spaltung in 
mwendung gebrachten Schwefelsiure nach und nach bis zur 
uwach sauren Reaktion mit einer kochend heifen konzen- 
ren Atzbarytlisung versetzt. Der entstandene Niederschlag 


A. Kossel, Diese Zeitschrift. Bd. XLIX, S. 318. 
il. Steudel. Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII, S. 219; Bd. XLIV, 
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von schwefelsaurem Baryt, von dem auch stickstoffhaltige Kiyp- 


per, die sog. Huminstoffe, mit niedergerissen und festgehalte 


werden, wird abgesaugt, dreimal mit Wasser ausgekocht, dre 
mal abgenutscht und solange mit kochendem Wasser auss: 


waschen, bis die abtropfende Fliissigkeit mit Phosphorwolfriun- 


siiure keine Fillung mehr gibt. 


Kiltrat und Waschwasser werden vereinigt und dure! 


Kindampfen auf 1 1 gebracht. Alsdann wird in 10° cem 


Fliissigkeit nach Kyeldahl der Stiekstoff bestimmt. Zieht tea 
die so gefundene Stickstoff{menge von dem Gesamtstickstol! a} 
so erhiilt man den im Barytniederschlag zuriickgebliebene) 


Huminstickstotf I 


Die gesamte Fliissigkeit versetzt man nun mit verdiinnty 


Atzbarytlésung bis zur eben neutralen Reaktion, dann mil tin- 


gefiihr 5 g Baryumcarbonat, das zuvor in der Reibschale fein zer- 


rieben und mit Wasser zu einem diinnen Brei aufgeschwemmi war 


Das bei der Spaltung gebildete Ammoniak wird bein y- 


hitzen der Flissigkeit dadurch in’ Freiheit gesetzt und = kan 


durch Destillation mit Wasserdampf tibergetricben und di 
Aulfangen in Normalsiiure zur Titration gebracht werden. 
Die auf diese Weise behandelte Fliissigkeit wird filtrier 
das auf dem = Filter bleibende Gemisch von Baryumearhou: 
und -sulfat dretmal mit Wasser ausgekocht und mit hee 
Wasser nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser werden ve: 
einigt, mit Schwetlelsiiure angesiiuert, stark eingedampft, nolize! 
falls nochmals filtriert und zum Liter aufgefillt. Ino 10 cm 


der Fliissigkeit wird dann der Stickstoff nach Kjeldahl! he- 
stimmt. Aus dieser Bestimmung erfiihrt man unter Berticksich- 


tigung des gefundenen Ammoniaks die Menge des im alkalisc!: 
Barytniederschlag verbliebenen «Hamiunstickstoff If». 


(ll. Fiaillung von Histidin und Arginin als Silbery 
bindungen. 
Die unter IT erhaltene schwefelsaure Fliissigkeit wire 
einen geriiumigen Kolben gebracht und kalt mit kochend |i 
Silbersulfatlbsung versetzt. Das Hinzufiigen dieser L6sung 


schieht allmiithlich unter zeitweisem kriftigem Umschwenke! 
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nage. bis die Menge des zugesetzten Silbers ausreicht. Wann 
epes der Fall ist, kann, wie folgt, ermittelt werden. In ein 
elas auf schwarzer Unterlage gibt man Barytwasser. Wird 


+) einen mittels Glasstab zugeftigten Tropfen obiger Fliis- 
eit im Barytwasser ein rein weiber oder hellgelber Nieder- 
erzeugt, so gentizt die Menge des zugesetzten Silber- 
saiiats nicht. Diese reicht aus, wenn durch die Tropfenprobe 
Barytwasser ein braungelber Niederschlag entsteht. 
Tritft dies zu, so kiihlt man die Fliissigkeit gut ab, siittigt 
it gepulvertem Atzbaryt, d. h. man fiigt solange von dieser 
Sybstunz zu. bis diese auch nach liingerem Umschwenken un- 
jst am Boden des Gefiibes hegen bleibt, libt den entstan- 
en Niederschlag absitzen und nutscht thn alsdann ab. Dann 
eit man denselben samt Filter in emer WHeibschale unter 
fenahme von miltels Saure gereinigtem Seesand mit Baryt- 
vasser bestens an. saugt ihn nochmals ab, wiiseht thn mit 
rvthaltigem Wasser griindlich aus und schwemmit thn schlief- 
lh samt Filter in schwefelsiiturehaltigem Wasser bis zur sauren 
Reaktion auf, 
Der Niederschlag wird nach IV und V. die abgenutschte 
Fliissigkeit nach VI behandelt. 


IV. Bestimmung des Histidins. 


Der in Hl erhaltene, mit schwefelséurehaltigem Wasser 
ler Zuhilfenahme von Sand fein zerriebene und aufge- 
iwvemmte Niederschlag wird mittels Schwefelwusserstoff zer- 

die Fltissigkeit wird nach beendetem Einleiten zur Ent- 
ning des Schwefelwasserstoffs gekocht, der Schwefelsilber und 

muvumesulfat enthaltende Niederschlag abgenutscht. wiederholt 
fekocht und bis zum Ausbleiben der Phosphorwolframsiiure- 


‘ t 
‘ i 


iktion sorgtiltig hei} gewaschen. Filtrat und Waschwasser 
rden vereinigt und durch Eindampfen auf t | gebracht. Als- 
wird In 20 com nach Kjeldahl die Menge des Stickstoffs 
durch Silber und Barvt fiillbaren Substanzen bestimmt. 
Die Fliissigkeit wird nun mit Barvytwasser genau neu- 
ert, gelostes Baryumnitrat zugesetzt, solange noch die 
stehung eines Niederschlags zu beobachten ist, filtriert und 











112 F. Weiss, 


der Niederschlag bestens ausgewaschen. Das Filtrat wird dupe) 
Kindampfen auf 300 ccm gebracht und in einem Koehkol}he, 
nach Ansiiuern mit Salpetersiiure mit einem kleinen Uberschi() 
d. h. solange mit einer konzentrierten Losung von Silbernitra: 
versetzt, bis eine Tropfenprobe in’ Barytwasser einen brain- 
gelben Niederschlag erzeugt. 

Ist dies erreicht, so wird mit Barytwasser nochmals 
schwach sauer oder eben neutral gemacht. aufgeschwemnites 
Baryumcarbonat zugesetzat, die Fliissigkeit zunachst im Wasser. 
bad angewiirmt, dann auf dem Drahtnetz zum einmaligen A\\!- 
kochen erhitzt und zum Absetzen und Erkalten beiseite geste 

Der Histidinsilber haltende Niederschlag wird nun ali{i!- 
triert und kalt mit schwach barythaltigem Wasser (5 —6 Tropfen 
einer 5°oigen Atzbarvtlésung auf 100ccm Wasser) bis zum Ver- 
schwinden der Salpetersiiurereaktion sorgfaltig ausgewasclien, 
Filtrat und Waschwasser werden vereinigt und zur Arginin- 
bestimmung reserviert. 

Der argininfreie Niederschlae wird im Kolben mit schwet 
siiurehaltigem Wasser zur sauern Reaktion erhitzt, mit Schwelc! 
wasserstolf zersetzt, die Fliissigkeit zur Entfernung des Schwe! 
wasserstoffs gekocht, das Sehwefelsilber abfiltriert, wiederhol! 
ausgekocht und mit siedendem Wasser bis zum Versechwind 
der Phosphorwolframsiiurereaktion vollig erschoptt. Filtra! 
Waschwasser werden vereinigt und durch Eindampfen auf 250 cc 
gebracht: alsdann wird in 25——50 cem der Stickstoff mac 
Kjeldahl bestimmt. Aus dem durch diese Bestimmung getiin- 
denen N-Werte wird das Histidin berechnet. 

Der Rest der Fliissigkeit wird mittels Atzbaryt hei! \ 
der tiberschiissigen Schwefelsiiure, durch Kohlensiiure 


i 


iberschiissigen Baryt befreit, eingedampft und vom abgesclii 
denen Baryumcarbonat und -sulfat abfiltriert. Filtrat und Wascli- 
wasser des wiederholt heiB gewasehenen Niederschlags we 

vereinigt, nochmals eingedampft, ndtigenfalls durch wenlge 
Tropfen verdiinnter Schwefelsiiure von den letzten Spuren bary! 


hefreit und auf etwa 10 eem gebracht. 
Diese Fliissigkeit dient zur genaueren Bestimmung 
Histidins in Form des gut krystallisierenden und = schwet 
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ehen. von Steudel') zuerst beschriebenen Pikrolonats. Nach 
\otoabe der vorher ausgefiihrten Kjeldahlbestimmung kann 
die Menge der zur Ausfiillung erforderlichen Pikrolonsiiure 
horechnen. Man fiigt einen geringen Uberschuf der in wenig 
he fem Alkohol gelésten Pikrolonsiiture hinzu, saugt das ent- 
ndene Pikrolonat nach drei Tagen ab, wiischt es mit wenig 
\asser aus, trocknet bei 100° und bringt es zur Wiigung. 
fas Histidin ist nach der Formel C,,H.N,O. -C,H,N,O0, aus 
em Pikrolonat zu berechnen. 


V. Bestimmung des Arginins. 


Zu der vom Histidinsilber abfiltrierten Flissigkeit gibt 
man bis zur volligen Sittigung gepulverten Atazbaryt, saugt den 
‘stundenen Niederschlag ab, reibt diesen unter Zuhilfenahme 
Seesand samt Filter nochmals mit Barytwasser gut an 
wiischt ihn damit bis zum Verschwinden der Salpeter- 
murereaktion vOlliig aus. Dann wird der Niederschlag mit 
schwetelsiurehaltigem Wasser zur sauren Reaktion angerieben 
mil Schwefelwasserstoff zersetzt. Die Fliissigkeit wird 
sdann zur Entfernung des Sehwefelwasserstoffs gekocht, das 
s-lwetelsilber abfiltriert, wiederholt ausgekocht und mit sie- 
ndem Wasser vollig erschépft. Filtrat und = Waschwasser 
erden vereinigt, durch Eindampfen auf 500 cem gebracht und 
25 —)0 ecm der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Aus 
el gefundenen Stickstoffwerte wird das Arginin berechnet. Der 
wird mittels Baryvumhydroxyd heii von der tiberschiis- 
ven Schwefelséiure, durch Kohlensiture vom tiberschtissigen 
biaryl befreit, eingedampft, vom abgeschiedenen Baryt abfiltriert, 
iltrat mit dem Waschwasser des wiederholt heifi gewa- 
yenen Niederschlags nochmals eingedampft, notigenfalls mit 
venigen Tropfen verdiinnter Schwefelsiure von den letzten 
Spuren Barvt befreit und auf 10 eem gebracht. — In dieser 
nveengten L6sung wird das Arginin nach dem von Steudel?) 
neevebenen Verfahren mittels der berechneten Menge Pikro- 
wire, die zuvor in wenig heibem Alkohol gelOst ist, gefillt. 
') Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, S. 219; Bd. XLIV, S. 157. 
*) 1. cc. 


Seyler's Zeitschrift f physiol. Chemie. LIT. 
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Die abgeschiedenen schwefelgelben Nadeln werden nach A})),)): 
einiger Tage auf dem Filter gesammelt, zuniichst wieder}, )\) 
mit der Mutterlauge, dann mit wenig Wasser gewaschen, 
110° getrocknet und gewogen. Die Loslichkeit dieses Pikrolonat. 
in Wasser ist sehr gering und betrigt nach Steudel 1 in 1124 
Hieraus lift sich der in der Mutterlauge verbliebene Rest dys 
Pikrolonats leicht berechnen. Ebenso kann man die Reinheit des 
Pikrolonats durch die Schmelzpunktbestimmung !) leicht priifey 
Diese gewichtsanalytische Methode gibt, verglichen jy) 
den bei der Kyeldahtbestimmung gefundenen Werten, bein f 
Arginin sehr gute, beim Histidin zufriedenstellende HKesultate 


VI. Bestimmung des Lysins. 

Das Filtrat von dem in Ill erhaltenen Niederschlage siijer! 
man zur Entfernung des Baryts mit Schwefelsiure an und je- 
freit es durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom filer- 
schiissigen Silber: dann kocht man den Sehwefelsilber ent}: 
tenden Barviniederschlag mehrmals aus und wiascht ihn 
siedendem Wasser griindlich nach. Filtrat und Waschwasse 
werden auf 500 cem gebracht: dann versetzt man die Fliissiv- 
keit, nachdem ihr Stickstofeehalt zur Kontrolle, ob der Bary't- 
niederschlag vollig erschopft ist, festgestellt warde, mit Schwefel- 
siiure bis zu 4% Volumprozent, fillt unter Vermeidung = cine- 





groberen Uberschusses mit Phosphorwolframsiiure, d. hi. fiig! 





solange von einer Losung dieser Substanz zu, bis die yom ge- 
bildeten Niederschlag abfiltrierte Fliissiekeit auf weiteren Zusatz 
von Phosphorwolframsiiure 10 Sekunden klar bleibt, und unter- 








sucht den Phosphorwolframsiureniederschlag auf seinen Ly-sin- 
gehalt nach der von Kossel und Kutsecher, Diese Zeitschir!!. 
bd. XXXII, S. 165 gegebenen Vorschrift. 

Dieses Verfahren set hier nochmals kurz wiedergegeben: Nac! 
2tstiindigem Stehen wird der Phosphorwolframséureniederschlag 





saugl, vom Filter genommen, tn der Reibschale mit 4volumprozen!ize! : 
Schwefelsiure angerieben und mut dieser sorgfiiltig gewaschen. | ¢ 
und Waschwasser werden vereinigt und auf ein bestimmtes Vo 
gebracht: in dieser Fliissigkeit wird alsdann nach Kjeldahl der St: 
gehalt der durch Phosphorwolframsiiure nicht gefallten Stoffe festg 


', Der Schmelzpunkt wurde in Ubereinstimmung mit Steude! 


225" gefunden. : 
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Der Phosphorwolframsiureniederschlag wird nun, nachdem er zuvor 
Vasser zu einem gleichmiéfigen Brei angerieben, in kochendes Wasser 
ven: diese heife Fliissigkeit wird bis zur stark alkalischen Reaktion 
heifen. konzentrierten Atzbary tlésung versetzt. Das unlésliche 
wird abgesaugt, mehrmals unter Zusatz von Atzbaryt  aus- 
ind bis zum Ausbleiben der Phosphorwolframsiiurereaktion mit 
: Wasser gewaschen. Die alkalischen Filtrate werden sofort durch 
. : | en von Kohlensiiure vom wthberschiissigen Baryt befreit, zunachst 
om Feuer eingeengt, filtriert, dann fast zur Trockene eingedampft 

sser aufgenommen, vom kohlensauren Baryt abtiltriert und noch 


redamptt. 


| Her in seinem Aussehen harzig erscheinende Riickstand wird nun 
ner geringen Menge alkoholischer PikrinsiiurelOsung unter Zusatz 


hol angeriihrt. Zu dieser alkoholischen Lésung setzt man am 
n einer weiben Schale nach und nach jeweils in kleinsten Mengen 
ne konzentrierte alkoholische L6sung von Pikrinsiiure, als die 
eines Niedersehlages zu beobachten ist. Das ausgeschiedene 
rd nach 24 Stunden abfiltriert, mit sehr wenig absolutem Alkohol 
en. in siedendem Wasser geldst, die Loésung nétigenfalls filtriert 
i Eindampfen auf ein kleines Volumen gebracht.. Beim Erkalten 
sich das Lysinpikrat in nadelf6rmigen Krystallen ab, die auf 
em Filter gesammelt, mit wenig Alkohol gewaschen, getrocknet 
q woven werden. 
Aus diesem Pikrat berechnet sich das Lysin nach der Formel 
C,H,N,O, - C,H,(NO,) OH. 
lie Mutterlaugen werden vereinigt, durch Erhitzen vom Alkohol 
. mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalte von 4 Volumprozent 
ert und dureh Ather von der ausgeschiedenen Pikrinsiiure befreit. 
wird die durch Erwiirmen dtherfret gemachte Losung nochmals 
Vhosphorwolframsiiure gefallt und der gebildete Niederschlag nach 
‘nn geschilderten Methode auf Lysin verarbeitet. 
Dieses Verfahren wird so lange wiederholt. als durch alkoholische 
dure noch Niederschliige von Lysinpikrat erzielt werden. Bet vor- 
fem Zusatz von Pikrinsiiure in den vorhergegangenen Fillungen, 
bei Vermeidung eines wieder lésend wirkenden Uberschusses der- 
egt die Ausbeute von Lysinpikrat aus dem dritten Phosphor- 
unsaureniederschlag bereits so gering zu sein, dafv sie vernach- 


werden kann. 





Untersuchung des MuskeleiweiBes vom Lachs. 
HOO g Lachsmuskeln wurden rein priipariert, mit Kohlen- 
gefroren und mit der Schneidemaschine!) zerkleinert. 
A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 5. 
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Das erhaltene Muskelpulver (350 g) wurde zweimal je 2 Stundey 
mit Ringerscher Losung extrahiert, der Riickstand ausgepre() 
und der Prefsaft bei einer 56° nicht tibersteigenden 


bis 46°, 5.5 g zwischen 46 und 56° koaguliert war. 


Von diesem Gemisch wurden 4,565 ¢@ in lufttrockenen 
Zustande entnommen und mit einer Mischung ihrer dreifachey 
Gewichtsmenge konzentrierter Schwefelsiiture und der. seche- 
fachen Gewichtsmenge Wasser 14 Stunden am Riickflubkiihle, 


gekocht. Die hierbei entstehende klare, braune 


wurde filtriert und nach der oben angegebenen Methode » 


Hexonbasen verarbeitet. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusamimen- 


cestellt: 


Tabelle I. 


Verteilung des Stickstoffs unter den Spaltungsprodukte: 
des Muskeleiweifes 


vom Lachs. 


Fliissigkeit 
ISSIPKE] 


~) 





rr 
Mr) 
I" hipe- 
I 


ratur koaguliert. Es wurden & g Eiweif erhalten, wovon 


HT 
tl 








a, vA Prozent 
Stickstoft , 
: des Gresal 
in Grammen : 
sticks! 
Gesamtstickstotf » | 0,672 100,00 
A. Basenstickstoff 0,1545 22,99 
a) im Ar@imim ....« ‘ 0.0765 [1.38 
b) im Histidin. 2... . 0.0380 ) 
c) im Lysin . « « ‘ 0.0399 
B. Stickstoff inunbekannter Form |0,4958 73,78 
a) im Barytniederschlag. se 01002 Lio 
b) im Silberniederschlag os 0.0418 6,2: 
c im Filtrat der Phosphorwolfram- 
siiurefallung . ‘ 0.3937 


Setzt man fiir das zur Spaltung gebrachte Muskeleiwol) 
so berechnen sich danach folgende 


einen N-Gehalt von 16°/0. 








Mengenverhiiltnisse fiir die Zersetzungsprodukte desselbe! 
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Tabelle Il. 














In Grammen In Prozenten 
Zersetztes a 4.200 LOO 
\ iin 0.238 D.666 
n 0.140 3,333 
0,208 4.952 


Kine Priifung des zur Spaltung gekommenen Eiweifes auf Histone 
die Abwesenheit der letzteren. Wird dasselbe mit Pepsinsalzsiure 
it. die entstandene Lésung mit Natronlauge neutralisiert, zur Kliirung 
Krwiirmen filtriert, gekiihlt und mit Natriumpikratlésung versetzt, 
| sich der hierbei entstehende schwache Niederschlag leicht in sehr 


Sodalésung aut. 


Spaltung des Muskelfleisches vom Jakobs-Lachs. 


250 @ durch die Fleischmaschine gegangenen Fleisches 
Riickenmuskel) werden mit einem Gemisch von 180 g Schwefel- 
siure und 180 ¢ Wasser 14 Stunden im Paraffinbad am Rutick- 
Wikiihler gekocht. Das sich hierbei in reichlichen Mengen 
<cheidende OL wird mittels Scheidetrichter von der Spaltungs- 
issivkeit getrennt und zusammen mit dem sich bei der Fil- 
ion der letzteren ergebenden Riickstand einer Stickstoff- 
vestimmung unterworfen. Der gefundene Stickstoffwert betrug 
0.04" 9 des Gesamtstickstoffes der Spaltungsflissigkeit, 
war somit so gering, dab er bei der Analysenberechnung ver- 
hachiissigt werden konnte. 
bei der Verarbeitung der Spaltungsfliissigkeit vom Fleisch 
cine kleme Abweichung von dem obigen Analysengange 
oten, weil durch die Anwesenheit der sich bei der Fleisch- 
‘pullung ergebenden reichlichen Menge Silber reduzierender 
: ‘olle eine direkte Fiillung der Basen mit Silbersulfat ausge- 





Ossen oder zum mindesten sehr erschwert ist. Es wurde 
‘lalb nach Entfernung des Huminstickstoffs und des Am- 
niaks aus der gesamten, mit 5 volumprozentiger Schwefel- 
¢ angesiiuerten Spaltungsfliissigkeit mittels Phosphorwolf- 
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ramsiiure alles Fiillbare ausgefallt, der Phosphorwolframsiiype- 
niederschlag mittels Barvumhydroxyd zersetzt und erst da. 
mittelst CO, vom tiberschiissigen Baryt befreite Filtrat: nac 
der Kossel-Kutscherschen Methode weiter verarbeitet, |), 
Analyse geht auf diese Weise glatt und gut vonstatten. Nyy 
bei der Isolierung des sonst sehr leicht quantitativ erhiiltlichey 
Lysins zeigt sich insofern eine kleine Abweichung von dey 
Beobachtungen bei den Analysen der Protamine und des Muskel- 
eiweibes, als die erste und teilweise auch die zweite Fiillune 
desselben als Pikrat wohl gut gelingt, da®B dann aber in dey 
Mutterlauge Schmierenbildung eintritt, die die weitere Gein 
nung von Lysin verhindert und so einen, wenn auch Kleinen 
Verlust in der Ausbeute desselben zur Folge hat. 


Folgende Tabellen geben die Resultate der Muskelfleisct)- 


untersuchung: 


Tabelle ITI. 


Verteilung des Stickstoffs unter den Spaltungsproduk ti 
des Muskelfleisches vom Jakobs-Lachs. 














‘4! ~ Prozen 
Stickstoft | 
see: des Gesatnt 
in Grammen rere 
sticks 0] 
Gesamtstickstoff .... . .. +... «+ «8,73 100 
A. Basenstickstoff .. . ee © » $1,9997 22.625 
a) i ein 6S oe se 4 Se SD 0),7221 8 252 
b) im Bist 6 i we ),1412 L615 
c)im Lysin.... ; +s 0.6695 7.606 
d) im Ammoniak......... 0.4508 9,152 
B. Stickstoff inunbekannter Form ]6,4966 74,246 
a) im Barytmiederschlag. . . . . . 1.2544 14.3566 
b) im Silbermederschlag . .. . . 0.1402 1.600 
¢) im Filtrat des Lysinpikrats. . . O,1964 2.244 
d) im Filtrat der Phosphorwolfram - 
siurofiligne . « « + «+s 3 » 4.9056 ab,0) 
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Tabelle IV. 











Stickstoff der Basen Menge der Basen 
bhezogen auf 100 Teile bezogen auf LOO Teile 
feuchten Fleisches feuchten Fleisches 
\rginin) im Histidin) im Lysin Arginin Histidin Lysin 
DSSS 0.0564 0). 2662 O48 POS 1.580 

Schluf£folgerungen. 


Fir die Verwertung der analytischen Daten greife ich 
das von A. Kossel angefithrte Beispiel!) zuriick. Ein Lachs, 
en Gewicht zur Laichzeit 9 kg betriigt, enthalt in seinen 

Testikeln etwa 27 @ Protamin mit 22,8 ¢ Arginin. Da das 
\VuskelenweiB nach Tabelle I 5,67 °/o Arginin enthélt, so mubten 
cinem derartigen miinnlichen Lachs 402 g¢ Eiweib wiithrend 

Periode der Testikelbildung zersetzt werden, um diese 

\reininmenge zu liefern. Nun berechnet Miescher den Eiwetb- 
vist aus den Muskeln eines weiblichen Lachses vom End- 
gewicht S2O8 @ auf 554.6 ¢. Fir einen Fisch vom Endgewicht 
4000 ¢ wiirde hiernach dieser Eiweifbverlust auf ca. 600 ¢ zu 
scliitzen sein. Die zersetzte Eiweibmenge wtirde also gentigen, 
den Argininbedarf der wachsenden Testikel zu decken, 
nst unter der Annahme, dab die Eiweifzersetzung beim 
minnliehen Lachse wiihrend des Aufenthalts im Rhein nur 2/3 
ius den Muskeln des weiblichen Tieres auswandernden 
Liweibmenge betriégt. 

Aus Tabelle IT und IV ist eine Bestiitigung dieser Schlub- 

ferung zu entnehmen. Nach meinen Analysen am Jakobs- 
siiin besitzt ein 9600 ¢ schwerer Lachs mit einem Rumpf- 
iskel von ca. 6762 g (c. f. Miescher, |. ¢. 139) zur Zeit 
Minwanderung in den Rhein in seinem Rumpfmuskelfleisch 
Vorrat von 60 ¢ Arginin (daneben 14,1 g¢ Histidin und 

ye Lysin). Zur Laichzeit wird das Kérpergewicht des Tieres 
‘hernd auf 9 ke reduziert sein und nun ist nach obiger 
inane etwa 22.8 ¢ Arginin in Form des Salmins in seinen 


Diese Zeitschrift. Bd. XLIV. S. 347. 
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Testikeln vorhanden. Er braucht von dem Argininvorrat dos 
Rumpfmuskels also nur 38°/o zum Aufbau der Testikel zu ey:- 
nehmen. Nimmt man an, dab das Arginin annithernd eleje)- 
mifvig in den eiweifartigen: Bestandteilen des Muskels verte; 
ist, dali somit soviel Eiweihi zersetzt wird, wie dieser Arginiy- 
menge entspricht, so brauchte das Tier 38°/o seines Rumpf- 
muskeleiweibes, um den Argininbedarf der Testikel zu decken. 
Nun konsumiert aber nach Miescher ein weiblicher Lachs 
94,74°/o des im Rumpfmuskel vorhandenen Eiweibes: also auc! 
diese Betrachtung ftihrt zu dem Sehlub, dab die) Protamiin- 
bildung im Testikel des Lachses sich durch eine Umformune 
oder « Reduktion» (nicht im chemischen, sondern im biologischey 
Sinn des Wortes) des Muskeleiweibes erkliiren laBbt. 

Herrn Professor Dr. Kossel spreche ich fiir die Uber- 
lassung des Themas, fiir die Erlaubnis, die Bearbeitung des- 
selben in seinem Laboratorium vornehmen zu dtirfen, sowie 
fiir die vielen freundlichen Anregungen und Ratschlige meinen 
verbindlichsten Dank aus. 














Uber den «Cetylalkohol» aus Dermoidcystenfett. 
Von 
Mag. pharm. Franz Ameseder. 


(Aus dem deutschen med.-chem, Universitats-Laboratorium in Prag.) 


Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1907.) 


Uber das Fett der Dermoideysten hat E. Ludwig (Diese 
Zeitschrift. Bd. XX S. 38) eine Mitteilung gemacht, welche 
auf das reichliche Vorkommen von unverseifbaren, iitherlbs- 
lichen Substanzen im Dermoidfette hinwies. Ein Anteil dieser 
Sipstanzen wurde als Cetylalkohol bezeichnet. In der Weiter- 
fiihrung dieser Untersuchung hat v. Zeynek ihn niher unter- 
sucht, zuerst mittels fraktionierter Krystallisation. 

Die sicher cholesterinfreien Fraktionen gaben gegentiber 
ieom reinen Cetylalkohol stets héhere Werte fiir Kohlenstoff, 
und trotz weiterem Umkrystallisieren aus kochendem Wein- 
geist wurden nicht die richtigen Analysenwerte erhalten, son- 
derm immer zu hohe Kohlenstoffwerte. Auch der Sehmelz- 
unkt wurde wesentlich héher gefunden (ca. 70°), wihrend 
etvlalkohol bei 50° sehmilzt. 

Das Untersuchungsmaterial stammte aus Dermoidgesehwtil- 
-ten des Ovariums. 

Schon Sotnitschewsky?) hat bei der Untersuchung von 
Ovarlaldermoiden eine Substanz isoliert, welche auf Grund der 
\nalyse ca. 80°/o Kohlenstolf, 13.5°9/o Wasserstoff enthielt. einen 
Schinelzpunkt von 635° aufwies, aber bei der Cholesterinprobe 

Schwefelsiture und Jodl6sung doch noch eine briiuntiche 
horbung lieferte. Man konnte annehmen, dal} die Differenz 
ey Schmelzpunkte durch eine geringfiigige Verunreinigung von 


~ ‘ 


nitschewskys Produkt hervorgebracht sei. 


Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 347. 
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Aut Grand dieser Daten wurde von den 3 Autoren jijep- 
einstimmend die Annahme gemacht, es lege Cetvlalkoh 
vor, zum Teil!) mit dem Riickhalte. da derselbe von kohfen- 
stoffreicheren Korpern nicht’ vollstindig getrennt sei. Es js: 
aber damals nicht daran gezwelfelt worden, dab auch letztere 
gesiittigte aliphatische Alkohole darstellen. 

Vor eigen Jahren hat P. Linser?) diese Deutune }e- 
zweifeit. indem er aus dem Inhalt von Ovarialdermoideystey 
einen nicht verseifbaren, krystallinischen Korper darstellte, dey 
nach mehrfachem Umkrystallisieren einen Sechmelzpunkt yi 


hatte, bei der Elementaranalyse Zahlen gab, die 


64—65 ° 
niherungsweise denen des Cetylalkohols entsprachen, keine 
Cholestolreaktion gab, wohl aber eine Jodzahl von 26.5, und 
der sich nicht acetylieren lef. Wenn auch Linsers weitere 
Angabe, daB der von v. Zevnek gefundene hohere Schmelzpunkt 
einer Cholesterinbeimengung zuzuschreiben sei, als eine aus 
der Luft gegriffene Vermutung zu bezeichnen ist, in Anbetrach 
der Analysenzahlen die hohe Jodzahl von 26,5 auch unwalir- 
scheinlich war, so ist anderseits der Beweis.*) es liege Cet, 
alkohol hier vor. im allgemeinen der Beweis ftir die Alkoliol- 
natur des oder der in Frage stehenden Koérper nicht erbracht, 
Gegen Cetylalkohol spricht der von allen gefundene hohere 
Schmelzpunkt. 

Auf den Vorsehlag von Prof. v. Zeynek habe ich di 
Klarstellung dieser Frage tibernommen. 7 

Das Material zu der Untersuchung verdanken wir de 
Giite des Herrn Hofrates Prof. Dr. E. Ludwig. Es war in 
vleicher Weise dargestellt, wie in dieser Zeitschrift, Bd. XAIII. 
S. 47. beschrieben. Zur Kontrolle und zum Vergleiche habe 
ch einige wichtige Reaktionen auch mit kiiuflichem Cetylalkoho! 


Merek) vom Schmelzpunkt 49.5° ausgefihrt. 


1) Piese Zeitschrift. Bd. XXII, S. 48. 
2, Uher den Hauttalg ete.. Habilitationssehrift, Naumburg a 


7 


Lippert & Co., 1904. 

RoOhmann, auf dessen Anregung Linsers Untersuchungen a 
Zentralbl. f. Physiol.. Bd. XIX, S. 318), beschriinkt sich aul 
stehende Substanz kein Cetylalkohol s: 


cefuhrt 


Erklirung, dafM die in Frage 
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Ms hat sich alsbald ergeben, dai Linsers Angabe, be- 
ond die Unmoglichkeit der Acetylierung, auf einem Irrtume 
eruht. 
Von dem angeblichen Rohcetylalkohol, welcher nicht die 
einer Cholestolreaktion gab, wurden 12,5 g mit der gleichen 
Venve Essigsiiureanhyvdrid durch 4 Stunden gekocht. Das Reak- 
ayeprodukt wurde in warmes Wasser gegossen, nach dem 
\Dkihlen wurde der Kuchen abgehoben und zehnmal in ge- 
ochseltem Wasser umgeschmolzen, hierauf abgepreft und 
getrocknet. Je 5 g des Reaktionsproduktes wurden der frak- 
donierten Destillation im luftverdiinnten Raume, bei einem Queck- 
berdruck von 3mm, unter Beniitzung einer Aplexpumpe, unter- 
worten. 

ks wurden 3 Fraktionen erhalten, ber etwa 180°, 220° 

2359 Die Destillation ging glatt, ohne Stoben in der 
Fiissigkeit, ohne plotzliche Dampfentwicklung, vor. sich. 

Die einzelnen Fraktionen wurden nochmals der fraktio- 
nierten Destillation unterworfen, die entsprechenden Anteile ver- 
cinigt: es blieb bei der 3. Fraktionierung eine geringere Frak- 

| bei 180—190°, eine Hauptfraktion Il bei etwa 220°, 
ene kleine Menge Hl ging bet 235—250° tiber. Im Kolbehen 
war cin geringer Riickstand geblieben, welcher im Gegensatze 
yi den destillierten Anteilen in Ather schwer ldslich war. Der 
Sclinelzpunkt von [ betrug 42° von Il 44°, von TIT 50°. 

Zu den weiteren Untersuchungen wurde nur die Haupt- 

tion Il verwendet. 

Die vorher vorgenommene KEsterifizierung des kiiutlichen Cetyl- 

Js hatte gelehrt. dafs mit dem verwendeten Essigsiiureanhydrid, 

; freie Essigsiure enthielt, eine dreistiindige Esterifizierung zweck- 

- sel. Es wurde da eine Hauptfraktion gefunden, welche bei 3 mm 
Quecksilberdruck bei etwa 155° destilherte. Ihr Schmelzpunkt betrug 
21.0. Ohne Destillation war der Schmelzpunkt des unreinen Cetylessig- 

cu 17° gefunden worden. 

Zur Bestimmung der Verseifungszahl von Fraktion II 
vurden 1.0361 @ mit 25 cem alkoholischer Kalilauge (O,4197 N) 

2 ecm neutralem Weingeist durch 20 Minuten gekocht, 

hei} nach Zugabe von 1 cem einer 1°, oigen Phenol- 
viemlésung mit Salzsiiture (0.4612 N) neutralisiert. Ver- 
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braucht wurden 16,5 com Salzsiure, entsprechend 17,4.) a})- 
gespaltener Essigsaure. 

In einem zweiten Versuche wurden 1.5793 g mit 25 cer 
alkoholischer Lauge (0,4209 Nj), 25 cem  neutralem Wej)- 
geist durch eine Stunde gekocht und nach dem Phenolphthatein- 
azusatz mit Salzsiiure (0O,4612 N) zuriicktitriert. Verbrauch 
wurden 13.05 ccm Salzsiure, daher 17,11°/0 Essigsiiure a}- 
gespalten. 

Die beiden Spaltungsprodukte, einerseits Essigsiure, anuder- 
seits der Alkohol, wurden qualitativ isoliert und erstere gleich 
identifiziert; der Schmelzpunkt des Alkohols wurde in beiden 
Killen zu 70° gefunden. 

Analog ergab die Verseifung des Cetylacetats: verwendet 1.2523 » 
25 cem Lauge (0.4209 N), 12,95 cem Salzsiure (0.4612 N) zum Zuriick- 
titrieren einen Gehalt von 21,8°%%o Essigsiiure; berechnet 21,13°)0, 

bestimmung der Jodzahl. Zu 0.5119 @& des Esters. 
der in Chloroform gelést wurde, kamen 25 eem JodlOsung nach; 
vy. Hiibl Nach 6 Stunden wurden bei der Riicktitrierung 
#7.6 eem 3/10-n-Thiosulfatlbsung verbraucht. 25 cem derselben 
Jodlésung verbrauchten 47,9 eem 1/10-n-Thiosulfatl6sung. Das 
ergibt eine Jodzahl von 0,74, einen innerhalb der Versuclis- 
fehler legenden Wert. Linser hatte (Loc. 5. 12) eine Jod- 
zahl von 26.5 gefunden. 

Fiir die Oxvdation des Cetylalkohols zu Palmitinsiiure 
hat A. Claus?!) ein Verfahren mitgeteilt, nach welchem die 
Oxydation der Esterfraktion If durchgefiihrt wurde. 

Ktwa 1 ¢@ derselben wurden in 20g Elisessig gelOst. au 
dem erhitzten’ Wasserbade mit Chromsiiureanhydrid, das in 
Kisessig gelést war, in kleinen Anteilen versetzt, bis  iiber- 
schiissige Chromsiiure vorhanden blieb, die in einer kleiner 
Probe mit Ather und Wasserstoffsuperoxyd nachgewiesen wurde 
Die Eisessigldsung wurde in eine grobe Menge kalten Wassers 
ceschiittet. filtriert, der Niederschlag mit Lauge, hieraul mi! 
verdiinnter Salzsiiure erwiirmt und mehrmals mit Wasser ¢e- 
schmolzen. Gewonnen wurden 99°/o des Ausgangsmateriiles 
Der erhaltene Kuchen wurde mit alkoholischer Lauge verse!!! 


'y Journ. f. prakt. Chemie, Bd. XLIIH, S. 152. 
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 Seife auf dem Wasserbade getrocknet und mit Ather extra- 
hiert. Der Ather hinterlieS einen sehr geringen Riickstand, 
weleher nur organisch war, insbesondere keine Spur von 
Kalium enthielt. 
Die mit Salzsiiure nun freigemachte Siiure wurde in Wasser 
umeveschmolzen. thr Schmelzpunkt lag bet 73°. 
Lauge (0.4209 N) und Phenolphthalein als Indikator titriert. 
Verbraueht wurden 6,14 ccm, entsprechend 12,1° 0 Kalium. 
Kin Teil dieser L6sung wurde mit einer alkoholischen 


(8364 ¢@ wurden, in Weingeist gelost, mit weingeistiger 


Lisung von Baryumacetat gefallt, der Niederschlag vor der 
Saugpumpe mit Wasser vom gelésten Baryt befreit. 

0.2265 g des Baryumsalzes. bei 110° getrocknet, gaben bei der 
ntaranalyse 0.2284 g Wasser, 0.5107 g Kohlensiure, 0.0585 g Baryum- 
mat, entsprechend 63,09° ) Kohlenstoff, 11,21°/o Wasserstoff, 17,98 °/o 
im 


Kbenso wurde das Silbersalz dargestellt. 


0.1293 ¢ desselben gaben 0.1099 ¢ Wasser, 0.2714 g Kohlensiiure, 
J28 ¢ Silber, entsprechend 57,239 Kohlenstoff, 944°. Wasserstoff, 
29.56 Silber. 


Der kéufliche Cetylalkohol gab analoge Resultate bei der Oxy- 
Auch bei ihm entging trotz des Chromséureiiberschusses eime 
Menge der Oxydation zur Siure und konnte aus dem trockenen 
isalz mit Ather extrahiert werden. 
Das erste Oxydationsprodukt schmolz bei 55°, nach dem Um- 
‘isieren lag der Schmelzpunkt bei 62°. Der Fettséurekuchen, mit 
olischer Lauge titriert, band 15.2%. Kalium (berechnet 15,23 °o). 
Als eine weitere zuverliissige Reaktion zum Nachweise 
rindrer, aliphatischer Alkohole ist von C. Hell!) die schon 
Numas und Stas studierte Umwandlung in die ent- 


/ 


prechende Fettsiure durch Erhitzen mit Natronkalk angegeben, 
vobet auf 1 Molekiil des Alkohols 2 Molekiile Wasserstoff ent- 
kelt werden. Hell erhielf durchschnittlich 90°/o der be- 
neten Gasmenge, da bei dem starken Erhitzen ein Teil des 
\kohols verfliichtigt und der Reaktion sich entzieht. 
Ich bin genau nach Hells Methode vorgegangen, nur habe 
‘att des Alkohols die Esterfraktion II direkt verwendet. 
14 ¢ des Esters wurden mit Natronkalk verrieben, im Luft- 


Liebigs Ann., Bd. GCXXIIL, S. 269. 
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bade erhitzt, das gewonnene Gas wurde iiber Quecksilber gyi. 
gefangen. Der schiidliche Raum, der vor dem Versuche pou 
mit Luft erfiillt ist. wurde dabei, wie Hell es tat, vernach- 
liissigt. Wenig unter 290° begann eine reichliche Gasentwick- 
lung, ber 310° wurde der Versuch unterbrochen, als die ().-- 
entwicklung nur in sehr geringem Mabe fortdauerte. Erhaltey 
wurden 61,5 cem trockenes Gas von O° und 760 mm Queck- 
silberdruck. 

Hell sagt zwar (1. ¢@. 8. 275): «Obwohl.... das in de 
Burette enthaltene Gas kein reiner Wasserstoff sondern ein 





Gemenge mit Luft ist, so entspricht das abgelesene Volumen 
doch dem entwickelten Wasserstoff, da sich in den Rohren 
gerade noch soviel Wasserstolf befindet, als vorher Lut 





die Burette gedriingt worden ist», und verzichtet daher, a)- 
gesehen von vereinzelten Ausnahmen, auf eine weitere Analy-: 
dieses Gases. Um aber dem Vorhalte vorzubeugen, ds 

meinem Falle das gewonnene Gas ‘tiberhaupt nicht Was-er- 
stolf, sondern anderer Natur gewesen sei, etwa reichliche Menge 
von Kohlenwusserstoffen enthalten habe, wurde von ihm ein 
Gasanalyse nach der Bunsenschen Methode ausgeftihrt. 





Gasvolumen ne Auf 0° und L000 ) 


im Druck Quecksilberd 
peratur 


fudiometer reduz. Volum: 





WAG. + +4 oS 119.2 199.9 9,1° 23,06 


Nach Sauerstoff- 


zulassen. . . 237.7 D176 9,5° 72.96 
Verpufft. 2... 17,2 254.8 989 | 43,59 { 
Mit 7° oiger Lauge 162.0 279.6 ') 98° | ‘3,72 


Die Kontraktion betriigt 29,37 Teilstriche, die Absor})' 
durch Lauge o, daher der Wasserstoffgehalt 19,58 Teilstr 
oder in Prozenten: 84,9°/o. 

Werden die erhaltenen Daten zusammengefabt, so ¢ 
sich, dal die Substanz, welche dieser Untersuchung zugriunce 


') Laugentension gerechnet. 
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ad bislang fir Cetylalkohol angesehen worden war, ein 
ver, gesiittigter Alkohol von der Formel C,,H,.0 ist, der 
oy Arachinsiiture gehorende Alkohol. Dieser, Eikosvlal- 
nach der gebriuchlichen Nomenklatur,!) hatte den Schmelz- 
yon 70°: sein Essigsiiureester den Schmelzpunkt von 44° 
> mm Quecksilberdruck der Siedepunkt von ca. 220°, einen 
sstiuregehalt von 17,5° 0, (ber. 17,7°/0). Bei dem Erhitzen 
Vatronkalk wurden 61.5 cem Gas gewonnen von O° und 
nin Quecksilberdruck (ber. 65,6 com Wasserstoll): von 
orhaltenen Gase wurden 84,9° 0 als Wasserstoff erkannt, 
ruus sich trotz des friiher erwihnten Verlustes durch den 
hen Raum noch immer ein Wasserstolfwert von 80°/o 
ir einen primaren Alkohol berechneten Wertes ergibt. 

Bei der Oxydation wurde Arachinsiiure nachgewilesen, 
Schmelzpunkt 73° (ber. 75°), mit Kalilauge titriert, ver- 
ht sie 12,195 Kaltum ‘ber. 12,39°/0), thr Baryumsalz 


63,0990 Kohlenstoff, 11,2190 Wasserstoff, 17,.98°,o Barvum, 


chnet 63,14 11.5620 » LS.O8 ° 
lz 37,23°/0 9 44 °/0 » 25,37? Silber, 
net 37,24°/0 9,39 9/o 25,74 


Linsers Angaben sind demnach unhaltbar, semi © Dermo- 
entspricht jedenfalls keiner reinen Substanz. 
Durch die Liebenswirdigkeit des Herrn Hofrates E. Ludwig 
hen uns zwei Analysen zur Verfiigung, welche mit mehrtach 
\Vcingeist umkrystallisiertem, sogenanntem Cetylalkohol im 
' medic.-chem. Institute vor mehreren Jahren ausgefthrt 
en sind, sle ergeben: 
I CG = 80,30°o, H 13.85% 0 
Il. C = 80,24°/0, H = 13,72 %/o 
Hs ist aus diesen Analvsen (die Priiparate gaben keine 
einer Cholestolreaktion) wohl der Riickschlub zu ziehen, 


In der Literatur findet sich nur eine Angabe tiber einen Alkohol 
rmel, benannt «Medicagol>, durch Schwefelkohlenstoff aus den 
von Medicago sativa extrahiert, mit dem Schmelzpunkt 80°, 
1 395" (Etard. C. R.. Bd. CXIV, S. 365 Die Analysenwerte 


SU,2—80,49 0, H 13,5—15,7 %o. 
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dali sie auch schon vorwiegend aus Eikosylalkohol bestandey 


haben. 
Keineswegs soll aber aus den vorliegenden Resultatey 


Schluly gezogen werden, daf die niichst niederen Glieder do» 


Fettalkohole im Dermoidfette fehlen. Es ist h6chst wahrseleiy 
lich, da’ sie dureh thre leichtere Loéslichkeit sich bisher «, 
Isolierung entzogen haben.  Betretfend den Oktadekylalko! 


stellt mir Herr Prof. v. Zeynek freundlichst eine Analyse zy; 


Verfiigung, von einem Priiparate stammend, welches bei de; 


Oxydation der fliissigen Dermoidalkohole mittels Chromsiiuy 
isoliert worden war. Die Substanz hatte den Schmelzpunkt 6 


ber der Elementaranalvse wurden erhalten 76.04°/0 Koblensto', 


15.11° 9 Wasserstoff (ber. fiir Stearinsiiure 76,06 resp. 12,68 
Da die Verseifung sehr sorgsam durchgeftihrt worden war. ds 
urspriingliche Alkoholgemisch frei von Fettsiéiuren war, so i: 


7 


dieser Befund wohl auf urspriinglich vorhandenen Oktadeky- 
alkohol zu beziehen, dessen Anwesenheit auch durch R6hmanns 
Mitteilung!) tiber das reichliche Vorkommen von Estern dicses 


{ 


Alkohols im Sekrete der Biirzeldriisen wahrscheinlich is! 
Ob Cetylalkohol selbst in den Dermoidalkoholen vorkomii 


mul noch dahingestellt bleiben. hoffentlich k6nnen wir ha'd 


naheres dariiber berichten. 


Hofmeisters Beitr... Bd. V. S. 110. 








Uber die Gruppe von stickstoff- und schwefelhaltigen organischen 
Sauren, welche im normalen Menschenharn enthalten sind. 
Von 
Hans Liebermann. 


hemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1907.) 


.* 


lm Jahre 1902 gelang O. Thiele vermittelst der Sieg- 
edschen Eisenmethode die Isoherung der Uroferrinsiiture aus 
rnalem Harn:?) nach den Analysen: wurde fiir diese Siiure 
cinfachste Formel aufgestellt: C,.H,,.N.SO,,. Die Uroferrin- 
wire gibt keine der fiir Eiweib charakteristischen Farben- 
ikKuionen, nach ihrem ganzen Verhalten und den Ergebnissen 

allerdings noch nicht gentigend studierten Spaltung ist sie 

wohl als -eine eiweibihnliche Substanz zu betrachten, 
die Uroferrinsiiure ist wahrscheinlich aus der Zertriimme- 
¢ des groben Eiweijmolektils hervorgegangen, jedoch unter 

-| gewisser. den echten Eiweibkorpern und ihren direkten 

mmiingen, als Albumosen und Peptonen besonders eigen- 

ichen Atomkomplexe>.2) Die Uroferrinsiure enthilt ihren 
Sclivefel sowohl in Form von Atherschwefelsiiure wie als neu- 
i Schwefel, jedoch keinen, der durch Erhitzen mit Alkali 
~chwetelwasserstoff abspaltbar ist. 
bondzvnski, Dombrowski und Panek suchen nun 

Schlusse ihrer Arbeit: Uber die Gruppe von. stickstoff- 

<liwefelhaltigen organischen Siéuren, welche im normalen 

‘henharn enthalten sind»,*) die Existenz der Uroferrinsiaure 

‘arn in Frage zu stellen. Nach ihren Versuchen kommt 


Harn eine organische Saure, die wie die Uroferrinsaure 


these Zeitschrift. Bd. XX XVII, S. 251, u. Dissertation, Leipzig 1902. 
Zitiert nach O. Thiele. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL. S. 22. 
D Ose Zeitschrift. Rd. XLVI. =. 83. 
Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 
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ein WasserunlOsliches Mereuri- und basisches Bleisalz und , 

wasserlosliches, alkoholuniésliches Baryumsalz bildet und dabe; 
Schwefel in der Form von Atherschwefelsiiure enthiilt, nich: 
vor. Sie betrachten die Uroferrinsiiure als ein Zersetzunes- 
produkt einer oder beider Séuren, die in der rohen Aljoxy- 
proteinsiiure enthalten sind: der Alloxyproteinsiure selbst vn 
des Urochroms. Die von Bondzynski und seinen Mitarbeitern 
beschriebene Alloxyproteinsiure sowle ihr Urochrom weiser in 
ihren Salzen vielfache Abhnlichkeiten mit der Uroferrinséiure 
auf, unterscheiden sich aber von ihr durch die Bindunegssar 
ihres Schwefels: sie enthalten keinen Schwefel in Form yi 
Atherschwefelsiiure, und ferner ist ihr Sehwefel, wenigsten: 
zum ‘Teil, mit Alkali abspaltbar. Alloxyproteinsiure und Uyo- 
chrom sind schon verdtinnten Mineralsiiuren gegeniiber in der 
Wiirme wenig bestindig. Im Gange der Darstellung der (ro- 
ferrinsiiure hat Thiele den mit Ammonsulfat gesittigten Harn 
mit konzentrierter Schwefelsiiure versetzt, ferner hat er de 
die Uroferrinsiiure enthaltenden Eisenniederschlag mit) ver- 
diinnter Schwefelsiure in der Warme gelost. Bel dieser be- 
handlung soll das urspriingliche Urochrom zum groberen Teil: 
zerlegt und zwar teilweise gespalten, teilweise durch Ferrisalz 
oxydiert worden sein. «Die Methode war aber auch imstiand 


eine Addition der Schwefelsiiure zustande zu bringen». Z 


diesen Ausfiihrungen Bondzvynskis und seiner’ Mitarbeite 
mochte ich bemerken, erstens, dab eine derartige Additio: 
von Schwetelsiiure sehr unwahrscheinlich ist und zweiltens, 
Thiele den Eisenniederschlag, der die Uroferrinsiiure enthie 
mit verdiinnter Schwefelsiiure in der Kiilte und nicht in de! 
Wiirme geloOst hat. Die L6sung wurde dann allerdings 
dem Zufiigen yon Ammoniak auf dem Wasserbade gelinde | 
wiirmt: wie ich mich aber bei der Neudarstellung der | ro- 
ferrinsiiure durch eigene Versuche tiberzeugt habe, bliiute dics: 
Losung, da blof} die ausreichende Menge Schwefelsiiure unge- 
wandt war, Kongopapier nicht, war also nicht mineralsaue! 
Diese Arbeit Bondzynskis, Dombrowskis und Pa: 
die die Uroferrinsiiure als primiren Harnbestandteil in 2 


zog aus Griinden, die nicht als stichhaltig zu bezeichne! 
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je Veranlassung, dai Herr Professor Siegfried, unter 

» Leitung auch Thieles Arbeit tiber Uroferrinsiiure aus- 
rt war. mich damit betraute, die Uroferrinsiiure selbst 
or neuen Untersuchung zu unterziehen, wie auch die Siiuren 
\lloxyproteinsiiuregruppe nach den Angaben bondzynskis 
seiner Mitarbeiter darzustellen und auf Atherschwefelsiiure 
covie thre Beziehungen zur Uroferrinsiiure zu untersuchen. 
bose Untersuchung schien um so aussichtsreicher, als ich mich 
verschiedene Versuche tiberzeugt hatte, dab entgegen 
behauptung Bondzynskis, Dombrowskis und Paneks 
enaler Menschenharn regelmibig eine oder mehrere Ver- 
lingen vom Charakter eines Schwefelséureesters enthiilt, 
wasserunlosliche Mercurisalze und wasserlosliche, alkohol- 


uldsiiche Baryumsalze bilden. 


Versuche, die beweisen, dai im normalen Menschenharn Substanzen 
vom Charakter eines Schwefelsaureesters vorkommen, die wasser- 
unlésliche Mercurisalze und wasserlosliche, alkoholunlosliche 
Baryumsalze bilden. 

Diese Versuche wurden genau nach den kurzen Angaben 
bondzynskts und seiner Mitarbeiter ausgefiihrt. ') 
Versuch I. Es wurden 101 Harn in vacuo bet 30—40 ° 
nvedampft. Der ca. 1/1 | betragende sirupOse Riickstand wurde 
j00 com Alkohol -!- 200 cem Ather extrahiert, von dem 
\iederschlage filtriert und das sehén rote Filtrat nach Ent- 
nen des Athers und Alkohols in vacuo mit Mercuriacetat- 
ing gefallt: es wurden dazu 280 ¢ Mercuriacetat in 20°/oiger 
sung verwandt. (Zur vollstiindigen Ausfiillung sind nahezu 
SOO gy erforderlich.) Durch Abstumpfen der sauren Reaktion 
/ Soda wurde die Menge des Quecksilberniederschlages noch 
hit. Dieser wurde nun abgesaugt, gut ausgewaschen, 
Wasser verrtihrt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das 
ach gelbe Filtrat’ vont Sechwefelquecksilber wurde durch 
Liftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit und nach Zu- 
niger Tropfen Phenolphthalein mit Barytwasser bis zur 
vieing versetzt. Die durch Kohlensiiure vom tiberschiissigen 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 115. 


y* 








‘)-) ' : 
132 Hans Liebermann. 


Baryt befreite Losung ward in vacuo auf ca. 150 cem key 
zentriert, filtriert und mit 1200 com Alkohol gefiillt. Es schiedey 
sich fast 40 g eines gelblichweifen Salzgemisches ab, das zi.) 
weitaus groblen Teile aus den Baryumsalzen anorganise}) 
Siiuren bestand. In diesem Gemisch wurde der Gesamtschw es, 
durch Schmelzen mit Natriumhydroxyd und Salpeter. de 
Form von Atherschwefelsiure vorhandene Schwefel folgender- 
maben bestimmt: Zu der wiisserigen LOsung der Substanz 9 
4¢ etwa 15 com Wasser) wurde das anderthalbfache Voluy) 
25° oiger Salzsiture gesetzt und ohne Riicksicht auf das sys- 
geschiedene Clorbaryum zehn Minuten tiber freier Flamme vo- 
kocht. Dann wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbade 
Troekene eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenomiien, 
mit eimigen Tropfen Salzsiiture angesiiuert, aufgekocht und nach 
12 stiindigem Stehen der dunkle Niederschlag abfiltriert. ey 
selbe lieb beim Einaschern im Platintiegel reines Baryumesul{a' 
zuriick. Hiervon tiberzeugte ich mich wiederholt dadurch, ds 
ich den Gliihriickstand mit) Natrium-Kaliumecarbonat) sehmi 
und in dem Filtrat der mit heibem Wasser ausgezogenen Sclhinely 
die Schwefelsiiure mit Chlorbarvum als Barvumsulfat bestimmt: 
hierbei fand ieh bis auf Bruchteile eines Milligramms das gleich 
Gewicht wie vorher fiir den Gliihriickstand. Selbstverstiind!ic! 
habe ich auch mehrfach durch blinde Versuche  festgest 
dali Wasser wie Salzsiture, die zur Anwendung kamen. yi 
kommen frei von Schwefelsiture waren. 

Nach diesen Methoden wurden folgende Werte gefunden 


Gesamtschwefel : 2.660 ¢ gaben 0.0382 g¢ BaSO, == 0.17 
Atherschwefelsauren Schwefel: [4.024 » O.O160 » 2 O04 
- UL. 7460 (0254 == 0047 


Versuch Hl. Bei einer zweiten Darstellung eines soi 
Barvtsalzgemisches aus 31 Harn, die nur mit dem Untersehicc 
ausgefiihrt war, dali das Harnextrakt quantitativ mit Mercur- ., 
acetal gefiillt war, wurden ca. 20 g eines Praparates gewonne 
das folgende Zahlen gab: 

(resamtschwefel : 3,091 ¢ gaben 0.0366 g BasO, = 0.1 ‘ 


Atherschwefelsauren Schwefel: 1. 6.869 » 0.0178 » > == () Ont 


; I. 6.516 ’ O.0O170 » > = U.Uot 
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Diese Analysen lehren, dai von dem in einem solchen 
-ytsalzgemisch enthaltenen organischen Schwefel etwa der 
‘ Teil in Form von Atherschwefelsiiure vorhanden ist. 


Alloxyproteinsiiure. 


Bei der Darstellung der Siaiuren der Alloxyproteinsiiure- 
inpe hielt ich mich im wesentlichen genau an die Vorschrift 
ndzvynskis, Dombrowskis und Paneks. 

325 1 Harn, den ich aus der Itesigen Anstalt fiir taub- 
honme Kinder bezog, wurden ber 50—60° auf Wasserbiédern 
einem diinnen Sirup eingedampft. Zu diesem von den in 
sober Menge ausgeschiedenen Sedimenten abgegossenen, bezw. 
cbgesaugten Sirup, dessen Volumen etwa 7 1 betrug, wurde bet 
vOhnlicher Temperatur unter Rihren 35°/oige Schwefelsaéure 
- zur Blauung von Kongopapier zugefiigt. Die Flissigkeit 
ude nun mit 12 | Alkohol verriihrt. Nach liingerem Stehen 
mde yon den wesentlich aus Alkalisulfaten bestehenden Aus- 
ddingen abgesaugt und mit 7O°,oigem Alkohol nachge- 
chen. Aus dem dunkelbraunen Filtrat wurde der Alkohol 
ufiverdiinnten Raume bei 30—35° fortgedampft. Die re- 
ievende sirupése Flissigkeit ward in Schwartzschen Appa- 
ten mit. Ather extrahiert. Die durch die Atherextraktion 
| stickstotfhaltigen, aber schwefelfreien organischen Siiuren 
‘eile Fliissigkeit wurde nun auf die Séuren der Alloxy- 

Wsiuregruppe verarbeitet, meist in Portionen von einem 
‘er entsprechend etwa 4) 1 Harn. 

llerber schien eine kleine Abweichung von dem Ver- 

en bondzynskis und seiner Mitarbeiter geboten. Letztere 
die Fliissigkeit mit Barytwasser, leiteten darauf, ohne 
vorher zu filtrieren, zur Ausfiillung des tiberschiissigen 
Kohlensiiure ein und filtrierten dann von dem gesamten 
tniedersehlag. Bei diesem Verfahren mubte ihnen die gleich 
rwilinende Beobachtung entgehen. Ich verfuhr folgender- 
Zu einem Liter des mit Ather extrahierten Harnsirups 
barvtwasser bis zur alkalischen Reaktion gegen Phenol- 
vein. Von dem Niedersehlage wurde abgesaugt und in das 
Nohlensiure bis zur neutralen Reaktion eingeleitet: es 
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fiel kein Barvumearbonat aus. Um durch Einleiten von Kole 


siiure in der Fliissigkeit in der Kalte eine Fiillunge heryopsy. 


bringen, ist noch Zusatz etwa der gleichen Menge Barytwass 
erforderlich, wie zu dem mit Ather  extrahierten Sirup zug 
setzt war. Diese noch nicht niiher studierte Erscheinune 
sich vielleicht durch die Bildung loslicher Barvumsalze 
Carbaminosiiuren?) erkliiren. 

Nun wurde in vacuo auf ca. 700 cem eingedampfi, 


sirupose Riickstand liingere Zeit in der Kélte stehen  gelasse 


‘| 


zur Abscheidung von Chlornatrium. Das Filtrat) vom Chin 


natrium wurde mit fein gepulvertem Baryt versetzt. bis cin 


Probe des mit Wasser verdiinnten Sirups mit Phenolphthal 
gerade sechwache Rosafiirbung zeigte, und dann in 5 Liter Alko! 


einlaufen gelassen. Der abgesaugte, mit Alkohol ausgewascher: 
Niederschlag, der grobe Neigung zum Verharzen zeigt. wurd 


in Wasser gelost, filtriert und das schén rote Filtrat mit Bly. 


essig quantitativ gefiillt. 

Der gut mit Wasser ausgewaschene Bleiniederschlag wird 
In zwet nacheinander folgenden Operationen mit) Oxalsé 
zerlegt, wobei fiir die erste Operation etwa der sechste Tei 
zur vollstiindigen Zersetzung notwendigen Menge Oxalsiiure ang 


wandt wurde. Das erste der bei diesen Zerlegungsprozess 
erhaltenen Filtrate, das mit «Autoxyproteinsiiure» verunreinis 


ist, wurde verworfen; aus dem zweiten wurden genau nac!: 


Angaben Bondzynskis und seiner Mitarbeiter die Calciumsi'” 
und aus diesen die Barvumsalze der Siiuren der Alloxyprotein- 


siiuregruppe dargestellt. Auf das Auswaschen der Niedersclii: 
des rohen Calcium- und Baryumalloxyproteinats mit Alkoh 
wurde grébte Sorgfalt verwandt. 

So wurden aus 4) Liter Harn etwa 15 ¢ eines gell! 


weiben Baryumsalzes erhalten; dasselbe war vollkommen clio! 


frei, gab Ehrlichsehe Diazoreaktion nur ganz sechwach: 
Wasser liste es sich mit roter Farbe: es enthilt Schwetfel. 
zwar ist ein kleiner Teil des Schwefels mit Alkali abspulthi 
wie Bondzynski und Mitarbeiter auch angeben. Dagege' 


1) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 85, u. Bd. XLVI. S. 4 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S. 397. 
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oh im Gegensatz zu ihnen nachgewlesen, dab es auch Schwefel 
orm von Atherschwefelsiure enthiilt. 


Schwefelbestimmungen des rohen alloxyprotemsauren Baryums: 


mtschwefel: 04600 g gaben 0.0365 g BasO, = 1.09% 0S 
schwefelsauren Schwefel: [1.03210 » O,0O88 >» » = O37 0» 
> -1.0,6290 > » OOL72 » O87 0 » 


Die Spaltung der Atherschwefelsiiure geschah auch bei 
iesen und den folgenden Analysen durch 10 Minuten langes 
kKochen mit starker Salzsaure. 

Nach Feststellung der Gegenwart von Atherschwefelsiiure 
ny dem Baryumsalze der rohen Alloxyproteinsaiure schien eine 
Prifung auf darin enthaltene Uroferrinsiiure bei den dihnlichen 
Fivenschaften ihrer Salze nicht aussichtslos. Zu diesem Zwecke 


wurde der folgende Versuch angestellt: 12 g rohes Baryum- 
alloxyproteinat wurden in Wasser gelést und das Baryum mit 
Ammonsulfatlbsung ausgefiillt. Das schén rote Filtrat wurde 
| Ammonsulfat in der Kalte gesittigt, dazu 1 com mit Ammon- 
<ilfat gesiittigter, 10° oiger Schwefelsiiure gesetzt und nun mit 
\mmonsulfat gesiittiigte Eisenammoniakalaunl6sung zugefiigt, so 
nge noch eine Fiillung entstand. Es fiel ein hellbrauner Nieder- 
flag aus, der abfiltriert und mehrmals mit gesiittigter Ammon- 
silfatlOsung gewaschen wurde. Derselbe wurde mit Wasser 
verrieben und durch Zusatz einiger Kubikzentimeter 10°) oiger 
Schwefelsiiure gelOst: zu dieser roten LOsung wurde fein ge- 
verter Baryt zur Ausfiillung der Schwefelsiiure und des Kisens 
zugesetzt. Aus dem = gelbroten Filtrat wurde durch Ammon- 
Whonat der iiberschiissige Baryt ausgefallt. Das Filtrat) von 
barvumcarbonat wurde in vacuo auf etwa 25 com konzentriert, 
iriert. mit SO cem Alkohol und 1/2 cem Eisessig versetzt und 
ese Losung eintropfen gelassen in ein Gemisch von 300 cem 
\kohol und 200 eem Ather. Es fiel ein gelblicher, flockiger 
Niederschlag aus, der abgesaugt, mit Alkohol-Ather, zuletzt mit 
er gewaschen und sogleich in vacuo tiber Schwetelsiiure 
felrocknet wurde. Das Gewicht der trocknen Substanz, die 
stark zum Verharzen neigte, betrug 0,7 g; sie enthiilt neutralen 
\therschwefelsiiureschwefel, aber keinen mit Alkali ab- 
Utbaren. 
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gaben 0,0429 g BasO, = 2.9%9 S 


Gesamtschwefel: 0.2040 ¢ 





Die Substanz verhalt sich wie Uroferrinsdure, so dal) es 
wohl keinem Zweifel unterliegt, dafi in thr allerdings noch 1 






ganz reine Uroferrinsiure vorliegt. 





























Aus dem Baryumsalz der Sauren der Alloxyproteinsiitre- 
reihe habe ich nun nach der Vorsehrift Bondzynskis ind 
seiner Mitarbeiter sogenanntes reines alloxyproteinsaures Baryyiny 
dargestellt. Bet emer solchen Darstellung wurde z. B. so yer- 
fahren: 50 ¢ rohes Baryumalloxyproteinat wurden in) 200 cy, 
Wasser gelést, das Baryum mit Sodal6sung ausgefiillt, yor 
Baryumearbonat abfiltriert, das schon rote Filtrat schwach mi! 
Kssigsiiure angesiiuert und soviel 20° oige Mercuriacetatlosiuns 
zuvetiigt, bis die tiber dem Niederschlage stehende Fliissigke: 
fust wasserklar war; dazu waren 65 ecm Mercuriacetatlosune 
nolig. Von dieser braunen Quecksilbertiillung I, von der spiite 
noch bet Besprechung des «Urochroms» die Rede sein wir: 
wurde abgesaugt, das Filtrat mit Sodal6sung neutralisiert und mit 
Mercuriacetatlosung ausgefiillt (gebraucht ca. 120 cem 20° yige 
Losung). Der so entstandene Quecksilberniederschlag [was 
gelblichweih. Durch Neutralisieren des Filtrats dieser Queck- 
siberfillune TH mit Soda lief sich noch eine weibe Fiillune {I! 
erzeugen, 

Die Queeksilberniederschlige TH und I wurden ett ats- 
gewuschen, mit Wasser verrtihrt und mit Schwefelwasserstu! 
zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde dure! 
Durchleiten von Luft vom Schwefelwasserstoff befreit und mi! 
Ather mehrmals ausgeschiittell zur endgiiltigen Entfernunyg stick- 
stoffhaltiger, schwefelfreier organischer Siiuren: in den Athe 
gingen blob Spuren tiber. Die so erhaltene Losung der free: 
Alloxyproteinsiiure» wurde nun zur Uberfiihrung in das Baryun 
salz mit Barytwasser versetzt, der geringe Barytiibersehub dur 
Kohlensiiure ausgefallt, das Filtrat vom Baryumecarbonat in vact! 
auf ea. 150 cem konzentriert und in ea. 1200 cem Alkohe 
einlaufen gelassen. Das Baryumsalz der « Alloxyproteinsial 
fiel dabei in weiben Flocken aus; die Ausbeute an trockue! 
Substanz betrug blob 8 g. 

Das so dargestellte « Baryumalloxyproteinat» gab mit Eisen 
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-hlorid keinen Niederschlag; es enthielt neben mit Alkali abspalt- 


’ 
j ; 


rem Schwefel auch Schwefel in Form von Atherschwetelsaure. 
Zuy Analyse wurde die Substanz im Siegfriedschen 


frockenapparate, dessen Heizkérper mit Alkohol gefillt) war, 
vicy bei etwa 75° unter Durchleiten trockner Luft getrocknet, 


file 
h/t 


BY sc 
hal 


Gewichtskonstanz erreicht war. 


Kohlenstoff-Wasserstoff bestimmungen : 


s gaben 0.1720 g CO, und 0.0496 g H,O -= 28,7890 C und 3,38°%o H 
O1DS0 »— » >» OD460 » == 28.88” > BAB%o » 
Stickstoffbestimmune : 
01400 ¢ gaben 9.8 ccm N bei 12° und 772 mm S.44°/o N. 
Barvumbestimmungen : 
0.1566 ¢ gaben 0.0846 g BasO, = 31,76" Ba 
0.1650 O.O900 » > 32.06" o 
Bestimmung des Gesamtschwefels : 
O4478 ¢ gaben 0,0464 ¢ BaSO, = 1,42°%0 5 
Bestimmungen des Atherschwefelsiureschwefels : 
0.4340 ¢ gaben 0.0134 g BaSO, = 0,42°/o 5S 
O.4100 QOL » = (52 °%/o 
O4LLO » O.OL3O0 » > = 0,43 °/o 


bondzynski und seine Mitarbeiter haben auber dem 
Harvumsalze der «Alloxyproteinsiure» auch ihr Silbersalz dar- 


stellt und analysiert. Sie fanden fir: 


Alloxyprotemsaures Baryum: 
23,09°9%/o C 331%. H 7,89°% N 1,33°%o S 35,38°%o Ba 
Alloxyproteinsaures Silber (im Mittel 


3,35°%o GQ 282° H 7,65°/o N 1.24%0 S 43,96°o Ag 


>) 
Wie man sieht, zeigen die von mir fiir alloxyproteinsaures 
parvum erhaltenen Analysenzahten gegeniiber den von Bond- 
Zviiskiund seinen Mitarbeitern gefundenen grofe Abweichungen, 


nun die von Jetzteren untersuchten beiden «Alloxy- 


roleinate» Salze einer einheitlichen. reinen Sdure. so miibte sich 


den Prozentzahlen dieser beiden Salze fiir die freie Siiure 
gieiche Zusammensetzung berechnen. Dies ist jedoch nicht 
Fall, wie folgende Ubersicht lehrt. 


net fir Alloxyproteimsiiure aus dem von Bondzynski analysierten 


Baryumsalz : 


21% C 3,88%o H 12,11% N 204% S 43,7595 O 


‘ 
rié 


tir Alloxyproteinsiure aus dem von Bondzynski analysierten 
Silbersalz : 


1.33% C  5,70%o H 13,55%o N 2.20% S 37,22% O 
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Da hiernach, wie auch noch aus anderen Griinden, die j. 
am Schlusse dieses Abschnittes zusammenstelle, die «Alloyy. 
proteinsiiures nicht als eine einheitliche Substanz zu betrachte: 
ist, so ist es auch micht zu’ verwundern, dal ich fiir das «alloy 
proteinsaure Baryum» andere Zahlen erhalten habe als Bond- 
zynski und seine Mitarbeiter. Die von mir ftir das «alloyy- 
proteinsaure Baryum» gefundenen Zahlen nihern sich iibrigen. 

jedenfalls viel mehr als die von Bondzynski und Mitarbeitey 
gefundenen den Zahlen, die sich ergeben, wenn man. au- 
der Zusammensetzung des Bondzynskischen Silberalloxy- 
proteinates diejenige des Baryumalloxyproteinates  berechne: 
wie folgende Tabelle zeigt: 
Ba-Alloxyproteinat Bondzynskis: 
23,59" C 3.31% H 789% N 1.33% S 35.38% Ba 


Ba-Alloxyproteinat ber. aus mittl Zus. des Ag-Salzes Bondzyns| 
27.80% C 3.36% H 9,11°%/o N 1,48°%0 S 33,24°/o Ba 
Von mir dargestellftes Ba-Alloxyproteinat im Mittel: 

28.83% C 340°/o H &44°%o N 1.429% S 31,91°%o Ba 

Die Feststellung des Vorhandenseins gepaarter Schwele- 
siiure in der gereinigten «Alloxvyproteinséure» veranlafte mich. 
zu untersuchen, ob auch in ihr eine mit Eisenammoniikalau 
aus ammonsulfat gesiittigter L6sung fiillbare Substanz enthalte 
sel. Zu diesem Zweeke wurden 3,8 ¢ gereinigtes «Baryun- 
wloxyproteinat» in’ Wasser gelost, das Baryum mit Ammo 
sulfatlosung ausgefaillt, das Filtrat vom Baryumsulfat mit Ammon- 
sulfat gesiittigt, mit einigen Tropfen 25°/oiger Schwefelsiiu 
angesiuert und nun eine mit Ammonsulfat gesiittigte Losing 
von Eisenammoniakalaun zugesetzt, so lange noch eine Filing 
entstand. Diese hellbraune Fiillung wurde abgesaugt, mit Ammon- 
sulfatlosung gewaschen und dann in etwa 30 cem Wasser unte! 
Zusatz cines Kubikzentimeters 25°/oiger Schwefelsiture gelos. 
Schwefelsiiure und Eisenhydroxyd wurden aus der Losung dtu 
Baryt entfernt und der tiberschiissige Baryt aus dem Filtra’ 
durch Ammonearbonatlésung ausgefallt. Das Filtrat vom Baryul- 


carbonat wurde in vacuo bei 30° auf ea. 10 cem gelblich 
Fliissigkeit eingedampft, die filtriert, mit 40 cem Alkohol —- 1 cen 
Kisessig versetzt und in ein Gemiseh von 100 ecm Alkohol un’ 
100 cem Ather getropft wurde. Dabei fiel eine gelblichweil 
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Syhstanz in Flocken aus, die sogleich abgesaugt, mit Ather 
sewaschen und in vacuo tiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 
fie Substanz verhiilt sich wie Uroferrinsiiure; sie enthalt keinen 
mit Alkali abspaltbaren Schwefel, wiaihrend Atherschwefelsiiure 
qualitativ. nachgewlesen wurde. Zu Analysen reichte leider die 


cepinge Menge dieser Substanz, die nur 0,25 g betrug, nicht aus. 


broebnisse derUntersuchung der «Alloxyproteinsiiures. 


| Die «Alloxyproteinsiiure» enthilt einen Teil ihres Schwefels 
in Form von Atherschwefelsiiure. 
I. Die «Alloxyproteinsiiure» ist keine einheitliche Substanz. 

1. Bondzynski und seine Mitarbeiter haben fiir die 
Kinheitlichkeit der «Alloxvproteinsiiure», die sie nicht in freiem 
Zustande, sondern blof in Form ihrer Salze dargestellt: haben, 
keine Beweise gegeben, wie sie bei solchen Substanzen in 
erster Linie systematische Durehfiihrung fraktionierter Fallung 
ind Nachweis der gleichen Zusammensetzung der dabei ge- 

nnenen Priiparate bietet. Zwar haben sie!) 4 Praparate 
des alloxyproteinsauren» Silbers aus einer «groberen Zahl von 

weiben — Quecksilberfiillungen» der rohen «Alloxyprotein- 
siiure» dargestellt. Von diesen Priiparaten haben sie jedoch 
blob ein einziges vollstiindig analysiert; und die Unterschiede 
m Silbergehalt, den sie in diesen vier Salzen bestimmt haben, 
sind zu bedeutend (bis 1,2°/o), um auf gleiche Zusammensetzung 
<chiieben zu lassen. 

2. Die Analysenzahlen des von bondzynski und seinen 
Mitarbeitern dargestellten reinen «alloxyproteinsauren» Baryums 
iiven fiir die Zusammensetzung der «Alloxvproteinsiiure» zu 
Jinz anderen Werten als die Analysenzahlen des gleichfalls 
von thnen dargestellten vreinen «alloxyproteinsauren» Silbers. 
hs ist hiernach verstiindlich, dafi ich bei der Analyse des 
wh ihren Angaben dargestellten reinen «alloxyproteinsauren 
Huryums zu anderen Zahlen gekommen bin wie sie. 

5. Durch Féllen mit Eisenammoniakalaun gelang es mir, 
is der mit Ammonsulfat gesiittigten Losung der « Alloxyprotein- 


Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. S. 109. 
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siure eine Substanz zu isolieren, die sich wie Uroferrinsiiyys 
verhiilt. 
Urochrom. 


Durch Fiillen der roten Losung des rohen Caleiumatioxy- 
proteinates mit Kupferacetatlbsung haben Bondzynski und 
Mitarbeiter das Kupfersa'z einer Substanz dargestellt, die <je 
als Urochrom ansprechen, Da Verfasser, wie ich in der Ein- 
leitung ausgeftihrt habe, dies als eine der Muttersubstanzey 
der Uroferrinsiiture annehmen, so habe ich auch ihre 
beziiglichen Versuche nachgepriift. 

Die rote Lésung dieses ©Urochroms» gibt nach Bond- 
zvuski und Mitarbeitern fast) siimtliche Reaktionen der Uyo- 
ferrinsiiure, enthilt aber zum Unterschiede von ihr mit Alke! 
abspaltbaren Schwefel. Das «Urochrom» ist’ leicht) spaltha 
und leicht oxydabel. Bet Umrechnung der ftir das «Urochrom- 
kupfer» gefundenen Zahlen auf die freie Siiure kommt mar 
zu fast den gleichen Werten. die Thiele fiir dte Uroterrin- 


siture gefunden hat. 


/ 


Uroferrinsiiure : »>N 
5 N 


d4% C 61% H 12,1 


4b. v9 N° 3. 
Berechnet fiir freies «Urochrom 5.6°)0 C 8,2°%o H 12.1% N 3,2%0S 


Anmerkung: Aus den Analysenzahlen des Urochromkupters | D 
Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 124) berechnen sich fiir Stickstoff und Kupf 
andere Prozentzahlen, als Bondzynski und Mitarbeiter angeben. Ic! 
habe angenommen, dafs die Analysenzahlen fiir Stickstoff und ku 
durch Druckfehler entstellt sind, da diese in der Abhandlung blof ein- 


lotevt rp 


mal, die gleichen Prozentzahlen in ihr aber zweimal vorkommen; | 


sind obiger Berechnung zugrunde gelegt. 4 
lech habe nun dies «Urochromkupfer. dargestellt teils aus | 

dem Gemenge von Calciumsalzen der Siiuren der Alloxyprote:t- : 

siiuregruppe, teils aus dem roten Filtrat vom Schwefelqueck- e 


siiber, das aus der ersten mit Wasser verriihrten und 
Schwefelwasserstoff zersetzten braunen Quecksilberfallung 


rohen Alloxyproteinsiiure gewonnen war. Zu diesen eventiir 


© | 


mit Essigsiiure ganz schwach angesiiuerten LOsungen wit! 


eine Losung von Kupferacetat gefiigt, so lange noch ein Niedet- 
schlag entstand. Der sich nach kurzer Zeit absetzende flockige. 
graugriine Niederschlag wurde abfiltriert. mit Wasser, Alkolv. 
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‘yt mit Ather gewaschen und zur Analyse bei ca. 75° im 


sjoofriedschen Trockenapparate mit Alkohol als Heizfliissig- 
his zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


At 


Analysen des «Urochromkupfers», ausgefiihrt mit Substanz von 
chjedeven Darstellungsweisen : 
“462 ¢ gaben 0.2150 g CO, und 0,0600 g H; Riickstand 0.0440 ¢ CuO. 
1380 11.8 cem N ber 185° und 761 mm. 
(745 , 0.2245 ¢ CO, und 0,0617 g H; Riickstand 0.0466 g CuO. 
St >» 02630 » OOGIS » >»: > OO0510 » >» 
Wis (). 2506 O.0575 » »; O.0472 » » 
ee 13.7 com N ber 14° und 733 mm. 
£(40)-4 : 0.0230 g BaSQ,. 
Nach diesen Analvsen berechnen sich Bondzynski und Mitarbeiter 
folzende Prozentzahlen: fanden : 
sy 32 35,1 36,12 39.62 36.76 
L tO 3.92 3.46 3,62 3.56 
\ G&S 10.5 92 
21.12 21.32 20.51 21.54 20.10 
3.15 — a 2.97 


beim Zerlegen der wiisserigen Suspension dieses «Uro- 

sromkupfers» mit Schwefelwasserstoff wurde eine rote Losung 
nallen, die die von Bondzynski und Mitarbeitern geschil- 
ren Reaktionen zeigte. 

Yon Anfang an war es mir héchst unwahrscheinlich ge- 
vesen. dab in dem Gemenge von Calciumsalzen der Siituren der 
\loxyprotemnsaéuregruppe. das in trockenem Zustande sehwach 

cofiirbt war, eine nennenswerte Menge Farbstolf, wie sie 

Fiillung mit Kupferacetatlosung erhalten wurde, enthalten 

solite. Aueh die Furbtiefe der wiisserigen Losung dieser 
Calclumsalze deutete blob auf die Anwesenheit geringer Mengen 
rarbstoffe hin. Den Beweis, dai in dem Bondzynskischen 
Hrochrom» dieser oder ein anderer Farbstoff nur in geringer 

enthalten ist, dali es uper selbst kein Farbstolf ist, er- 
chile ich folgendermaben: 

1. ¢ -UCrochromkupfer» wurden in wasseriger Suspension 

mit Schwefelwasserstolf zersetzt. Das von dem Schwefel- 
abgesangte rote Filtrat wurde ber 35° in vacuo auf 
cingedampft, von einer geringen Ausscheidung filtriert 





is Filtrat nach dem Verdiinnen mit 50 ecm Alkohol ein- 
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tropfen gelassen in ein Gemisch von 100 cem Alkoho! 
200 com Ather: hierbei schied sich eine Substanz in. ee'},. 
lichen Flocken ab. Die Substanz wurde abgesaugt, mit A\the 
gewaschen und sogleich. in vacuo tiber Schwefelsiiure gp. 
trocknet. Die trockene Substanz, von der 0,5 g¢ erhalten wurdey. 
ist gelblichweibh. sie zeigt starke Neigung zum Verharzen. 

Die wiisserige Losung dieser Substanz, die allerdings 
gvelbrot gefiirbt ist, gibt nun fast siimtliche Reaktionen. dj 
Bondzynski, Dombrowski und Panek fiir die wiisserize 
Losung thres freien Urochroms» angeben: gefiirbte Fallungs 
mit Mercuriacetat, Silbernitrat, Kupferacetat, Eisenchlorid, Phos- 
phorwolframsiiure. Durch Erwirmen mit Natronlauge Wiifit sic! 
ein kleiner Teil ihres Scehwefels abspalten. Bei Zugahe 
einer Eisenchlorid und Ferricyankalium enthaltenden Losung 
entsteht sogleich Berlinerblau. 

Kine Priifung dieser Substanz auf Atherschwefelsiiure © 
laubte die geringe Menge nicht. Die Kohlenstoff-, Wassersto!'- 
und Schwetelbestimmungen ergaben folgende Zahlen: 
¢ gaben O.2152 ¢ CO, und 0.0654 ¢ HO = 47 
O.1O10 » O.0206 » Bas0, i 2 S0°% 0 S. 


0,1228 


Uroferrinsiiure. 


O. Thiele ist’ bet seinen Analysen von Uroferrinsiur 

die mit Praparaten von verschiedener Darstellungsweise 

was noch entscheidender ist — mit umgefallter Substanz 
ausgetiihrt waren, wobei ein wesentlicher Teil in der Mutt 
lauge verblieb, zu den gleichen Werten gelangt; hiermit scien! 
die Einheitlichkeit der Uroferrinsiiure bewiesen. AuBerder ha’ 
Thiele die verschiedenen Reaktionen der reinen Uroterr 
siiure, die eine duberst schwer zu handhabende Substanz » 
groper Nelgung zum Versehmieren darstelit. beschrieben. bern 
hat er, um einen Einblick in thre Konstitution zu gewinn 
mehrere Spaltungsversuche ausgefiihrt, teils durch kh 
mit Salzsiiure allein, teils unter Zusatz von Zinnehloriir: fi) 
hei fand er, dab ein kleiner Teil des Schwefels als Schwele- 
wasserstoff, ein grober als Schwetelsaure abgespalten 
ein geringer Teil des Stiekstoffs wird als Ammoniak @)-t 
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ron: ferner konnte Thiele neben schwetelfreien « Melaninen 


-}ildung von Asparaginsiure nachweisen, die von Benzoe- 


11 


sehr wahrscheinlich machen, auberdem feststellen, dai 
mit Phosphorwolframsiure fiillbare Base entsteht, deren 
eakterisierung ihm infolge der geringen Substanzmenge und 
damals noch nicht so vollkommenen Methoden zur Iso- 
der Hexonbasen allerdings nicht gelang. 
Aus verschiedenen Griinden schien nun eine erneute Unter- 
ng der Uroferrinsiiure wtinschenswert. Ich habe zwar 
<ey Abhandlung nachgewlesen, dab die im normalen 
osschenharn vorkommenden. stickstoff- und schwefelhaltigen 


sanischen Siuren, die, wie die Uroferrinsiiture, wasserunlos- 


\lercurisalze und wasserlosliche, alkoholuntésliche baryum- 
hilden. einen Teil ihres Schwefels in Form von Ather- 
ofelsiiure enthalten, also auch der Athersehwefelsiiuregehalt 
(yoferrinsiiure selbst nicht auf eine Zersetzung zuriick- 
ihren ist: doch zur endgiiliigen Widerlegung der in der 


aletung besprochenen Kinwinde Bondzynkis und seiner Mit- 


eller schien eine Neudarstellung der Uroferrinsaure unter 
meidung der von ihnen in Thieles) Darstelluangsmethode 
ustundeten Mingel erforderlich. Aber noch andere Griinde 
ben eine neue Untersuchung der Uroferrinsiture erwiinscht 
neinen. Thiele hat bei der Spaltung der Uroferrinsiiure 
iaginsiiure und eine mit Phosphorwolframsiiure fillbare 


huse gefunden: bei den inzwischen bedeutend verbesserten 


den zur Isolierung von Aminosiiuren und Hexonbasen 
uen erneute Spaltungsversuche aussichtsreich: lief sich doch 
- iirem Ergebnisse eine niahere Kenntnis der Beziehungen 
Croferrinsdure zu den Eiweibkorpern erhoflen, Ferner ge- 
ich die Uroferrinsiiure durch mehrmaliges Umfillen zu 
en und die Priiparate dieser verschiedenen Umfillungen 
tleichen. Es wiire ja immerhin modglich, wenn auch hochst 
urscheinlich, dai sich durch eine weitgehende Reinigung 
\therschwefelsiiurekomplex aus der Uroferrinsiiure ent- 
Web, 
bever ich die Neudarstellung der Uroferrinsiiure in An- 
um, bestimmte ich nochmals den Atherschwefelsiure- 
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gehalt der von Thiele dargestellten reinen Uroferrinsiiuye 


einem Priiparate, das mir Herr Prof. Siegfried giitigst yz) 


Verfiigung stellte. 


Analyse I}: 0.8058 g Uroferrinsaure wurden 10° Min 


‘ 


t 


liber freier Flamme mit 15°/oiger Salzsaéure gekocht, dann wap: 


etwas Chlorbaryum zur Fliissigkeit zugefiigt, die nun auf dey 


Wasserbade eingedampft wurde. Der Riickstand wurde 
100 cem Wasser, dem 1 cem Salzsiiture zugesetzt war. 
genommen, aufgekocht und nach liingerem Stehen filtriert. 
eingeiischerte Niederschlag, der reines Baryumsulfat war, 


trug 0.0215 ¢. Hieraus berechnet sich ein Gehalt) von 0.97 


Schwefel, der in Form von Atherschwefelsaure in der Uy, 


ferrinsiiure vorhanden ist. 


Ber Analyse I wurde mit dem Unterschiede verfalin 


dali zur Abspaltung der Schwefelsiure 12 Stunden mit ko 


zentrierter Salzsiiture am Riickflubkiihler gekocht wurde. 
wurde der gleiche Wert wie bei Analyse | gefunden : 


0.2970 ¢ gaben 0.0214 g BaSO, == 0.99% 0 iitherschwefelsauren Sc! 


Ich teile diese Analysen mit, obgleich ich mir bew 


' 


bin. dai ihnen kein definitiver Wert beizumessen ist. da 


~ it 


mit recht geringen Substanzmengen ausgefiihrt wurden. Soba 


ich wieder tm Besitz einer gréBeren Menge Uroferrinsiiure bi 
sollen diese Bestimmungen mit mehr Substanz wiederholt werden 
Der von Thiele gefundene Wert fiir den Gehalt der lr 


ferrinsiure an Atherschwefelsiiure erscheint nach meinen Ans- 


lyvsen zu hoch. Da er aber keine direkte Bestimmung desse je 


austiihrte. sondern ihn blob aus einem Spaltungsversuche sc! 
so ist die Abweichung des von ihm gefundenen Wertes 
dem meinigen nicht zu verwundern. 

Uber die Resultate der erneuten Untersuchung der | 


ferrinsdure hoffe ich demniiechst berichten zu kOnnen. Bei ii 


{) 


Darstellung, zu der yon 5001 Harn ausgegangen wurde. vel 


fuhr ich nach den Angaben Thieles: nur wurde in den 
Ammonsulfat gesiittigten Harn nicht konzentrierte. sonder 
dinnte Scehwefelsiiure gegossen: der die Uroferrinsiiur 


haltende Eisenniederschlag wurde mit verdiinnter Schwefe!=: 
in der Kiilte gelOst: der Zusatz von Ammoniak zu dieser Losulz 


t 
) 
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my A\usfillung des kisenhydroxyds geschah gleichfalls in der 
Auch die Uroferrinsaiure, die ich auf diese Weise er- 
habe, enthiilt, wie ich qualitativ  feststellte, Ather- 
echwefelsaure. 
Zum Schlusse modchte ich die Ergebnisse dieser Arbeit 
zisammentassen : 
{. In den im normalen Menschenharn vorkommenden 
sickstoff und schwefelhaltigen organischen Siiuren, die unlés- 
he Mercurisalze, wasserlosliche, alkoholunlOsliche Baryum- 
calze bilden, ist ein Teil des Schwefels in Form von Ather- 
<-hwefelsiure enthalten. 
2. Die «Alloxyproteinsiiure», die Atherschwefelsiiure ent- 
Wit. ist keine einheitliche Substanz. 
3. Aus der mit Ammonsulfat gesiittigten Losung der 
\lloxyproteinsdure» lait sich durch Eisenalaun eine Substanz 
ieren, die sich wie Uroferrinsiiure verhiilt, Atherschwefel- 
jive, jedoch kKeinen mit Alkali abspaltbaren Schwefel enthilt. 
(. Der von Bondzynski und seinen Mitarbeitern als 
Crochrom. beschriebene Stoff enthilt diesen oder einen anderen 
rarbstolf nur in geringer Menge, ist aber selbst kein Farbstolf. 
>». Der von Thiele fiir die Uroferrinsiiure angegebene 
\therschwefelsiiuregehall) wurde durch direkte Bestimmungen, 
ilerdings blof mit geringen Substanzmengen ausgetiihrt 
rden, und denen deshalb noch kein endgiiltiger Wert bei- 
legen ist, als etwas zu hoch berichtigt. Bei einer Neudar- 
ing der Uroferrinsiiure unter Vermeidung der in Thieles 
hustellungsmethode von Bondzynski und seinen Mitarbeitern 
eanstandeten Miingel wurde ein Priiparat erhalten, dessen 
| (ehall an Atherschwefelsiiure qualitativ sicher gestellt: wurde. 
Ls ist mir eine angenchme Pflicht, meinem hochverehrten 
“urer, Herrn Prof. Dr. M. Siegfried, fiir das rege Interesse, 
dieser Arbeit entgegenbrachte, sowie seine wertvollen 


vischlage meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 


Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL 10) 











Gleichgewicht und Endzustand bei Enzymreaktionen. 
Von 
H. Euler. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


Die vielfaechen Bearbeitungen der Enzvmreaktionen in den 
letzten Jahren haben zu dem jetzt wohl allgemein anerkannte 
Ergebnis getiihrt, dab die Enzyme als Katalysatoren zu betrachte 
sind, also als Stoffe, welche schon in. geringer Konzentratioy 
imstande sind, freiwillig verlaufende Reaktionen zu besehleu- 
nigen. In welcher Weise diese Beschleunigung stattfindet, 
die Theorie der Enzymwirkung ist wie die Theorie der Wita- 
lyse im allgemeinen noch nicht ausgearbeitet. 

Was letztere betrifft, so glaube ich neue Stiitzpunkte | 
eine friiher gegebene Darstellung der katalytischen Reakti 
gefunden zu haben. Die Verbindung zwischen Ester bezw. [toli- 
zucker und Mineralsiiure, welche die reagierenden (aktiy: 
Molektile bezw. lonen bet der Hydrolyse dieser Korper aus 
macht, haben sich bei der. katalytischen Aufspaltung des ( 
cinanhydrids nachweisen bezw. messen lassen. Anderseits hale 
Versuche ergeben, dai racemischer W einsiiureester durch optis 
aktive Siiuren asymmetrisch gespalten wird, ein Resultat, 
kaum anders gedeutet werden kann als durch die Annatin: 
dali sich die Verbindungen des optisch aktiven Katalysators 1" 
den beiden Antipoden durch ihre Konzentration und Reaktion~ 
fiihigkeit unterscheiden. 

Beziiglich der Enzymwirkungen sind zahlreiche For- 
durch verschiedenartige Uberlegungen zu dem Resultat ge! 
men, dafi die enzymatischen Spaltungen durch Verbindunz 


Aus kK. Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. II, 1907 
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Gleichgewicht und Endzustand bet Enzymreaktionen. 


hen Enzvm und Substrat vermittelt werden. Es sei hier 
ay die Arbeiten von Gautier, Hanriot,?) brown, ?) 
v»dinning.*) Bodenstein,4) Kastle und Loevenhart, %) 


1°) Metwedew,*; Armstrong’) und Hedin”) erinnert. 
den bisher studierten katalvtischen Reaktionen ist die Kon- 
tion der Verbindung Substrat-Katalysator so gering, dab 
Konzentration des «Substrates» dadureh nicht erheblich 
seindert. wird, weder im Verlauf der Reaktion noch nach deren 
\ijauf. im Gleichgewicht. In der Tat gehért es zur Charak- 
eines Katalysators nach heutiger Definition, dab er die 


(eichgewieltskonzentration der Reaktionskomponenten nicht 


Mnzvmatische monomolekulare Spaltmengen unterscheiden 

you den durch anorganische Katalysatoren bewirkten dadureh, 
ihre Geschwindigkeit nicht nur von der absoluten) Kon- 
ration des Katalysators (Enzym), sondern auch yom Kon- 
fionsverhiiltnis Enzym : Substrat abhiingig ist. Ist die 
substanz im Uberschul, so ist die Reaktionsgeschwindigkeit 

‘ily proportional der Enzymkonzentration; ist das Enzym 
lherschufb vorhanden, so wird die Geschwindigkeit ange- 

proportional der Substanzkonzentration, in jedem Fall 
nt die Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentration des 
/ischenproduktes» proportional zu. sein. 

Anderseits hat das quantitative Studium der knzymreak- 
nen ergeben, dab auch die Reaktionsprodukte durch En- 
iprdparate gebunden werden. (Henri, Bodenstein wu. a.) 

Es friigt sich nun, wie die Verhiiltnisse bei den Gleich- 

iten enzymatischer Reaktionen legen. Die Beteiligung 


Compt. rend., Bd. CXXXII, S. 146, 212 (1901). 
Journ. Chem. Soc., Bd. LXXXI, S. 383 (1902). 
|= Journ. Chem. Soc.. Ba LUXXXI, S. 414 (1902). 
Siehe Henri, Théses, Paris 1903. 
Amer. Chem. Journ., Bd. XXIX, S. 583 (1903). 
Compt. rend., Bd. CXXXV, 8S. 916 (1902) und Zeitschrift fiir 
m., Bd. XXXIX, S. 194 (1902). 
ligers Arch., Bd. CII, S. 425 (1904). 
«. Roy. Soc., Bd. LXXIID, S. 516 (1904). 
irn. of Physiol., Bd. XXXII, S. 468 (1905). 
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der Verbindung Enzym-Substrat am Gleichgewicht ist) meiy, 
Wissens bis jetzt nicht beriicksichtigt worden.  Mehrfact, 






man die Endzustiinde als Analoga der falschen Gleichgew ich 
























dargestellt, welche durch -eine allméhliche Zerst6rung dep bor. 


mente bedingt werden. 


Allgemeine Gleichgewichtsbedingungen. 


Mit der Annahme von reaktionsvermittelnden Molekijl, 
Knzym-Substrat und Enzym-Reaktionsprodukt ist ausgesprochey 
dal} die Wechselwirkung zwischen diesen Molekiilarien sel) 
viel rascher erfolgt als diejenige zwischen den freien Substrat- 
molekiilen und ihren Spaltprodukten. Es sind also in’ erste; 
Linie die Konzentrationen der Molekilarten Enzym-Substrat uni 
Enzym-Reaktionsprodukt, welche den Endzustand bedingen. 

I. Wir machen zuniichst die vereinfachende Annahme. da 
sich in der Zeiteinheit ebenso viele Molekiile Enzym-Sulbstra 
wie Molekiile Enzym-Reaktionsprodukte an der Reaktion hetei- 
ligen. Dann ist die Geschwindigkeit k, der Substratze 
setzung proportional der Konzentration der Molekiile Enzy: 
Substrat, oder wenn 
K, | hd cenit | 

‘Enzyin| {Substrat! 
SO Isl 


{ K, {Enzym}] [Substrat]. 


k 

In gleicher Weise wird die Geschwindigkeitskonstante 

Substratbildung ausgedriickt durch 
k, K, |Enzym]| |Reaktionsprodukt}* 
wenn, wie gewOhnlich, aus 1 Molektil Substrat 2 Molekiile Reak- 
tionsprodukt entstehen. Nach van’tHoff ist dann die Glev 
gewichtskonstante gegeben durch den Quotienten 
K, (Substrat] 


Ky 
k, — -Ky {Reaktionsprodukt]* 


K 


') Falsche Gleichgewichte ist die nicht ganz eliickliche bi 
nune fiir scheinbar konstante Zustiinde eines chemischen Svstems. 
durch ReaktionsverzOégerungen irgend welcher Art bedingt werde! 


dadurch, dafi der Katalysator der Reaktion wahrend derselbe 





durch sie versehwindet. 
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Der numerische Wert des «enzymatischen» Endzustandes 

nun. wie unmittelbar ersichtlich, mit dem Wert des «na- 

vinlichen>. stabilen Gleichgewichtes, wie es etwa durch einen 

; | yorvanischen Katalysator erreicht wird, nur dann zusammen, 


venn Kk, = K,, also nur fiir den Fall, dab die Bindungen Enzym- 
sjbstrat und Enzym-Reaktionsprodukte gerade gleich stark sind. 
eine solche Annahme hegt aber bis jetzt kein Anlab- vor, 
Gieventeil sind z. b. die von Henri mit Invertin erhaltenen 
sulfate so gedeutet worden, dah dieses Enzym von Rohraucker, 
(Jukose und Fruktose verschieden stark gebunden wird. 
Lassen wir die obige vereinfachende Annahme fallen, dah 
on den beiden «aktiven» Molektilarten in der Zeiteinheit gleich 
dele reagieren, sondern mogen in gleichen Zeiten von den 


() 


Enzvym-Substratmolektlen n°/o und von den Enzym-Reaktions- 
liktmolekiilen m°,o reagieren, so wird 
n {Substrat| 


Ny K, 


, Kym |Reaktionsprodukt|* 
i} wird identisch mit den stabilen Gleichgewichtskonstanten, 
enn Kn = Kym. 
Van wird also hiernach 1m allgemeinen erwarten dirfen, 
knzyme zu cinem anderen Endzustand fiihren als anor- 
muische Natalysatoren. 
Das bis 1892 vorliegende Versuehsmaterial hat Tam- 
“ni?) in emer umfassenden und grundlegenden Arbeit mit 
eigenen Versuchen zusammengestellt. Die ilteren von Tam- 
‘nin zitierten Arbeiten sind in quantitativer Hinsicht unvoll- 
muinen und sollen deswegen hier nicht wiedergegeben werden. 


| . 
) 


esentlich und zweifellos richtig ist aber das Ergebnis, welches 
Himann seinem eigenen Versuchsmaterial entnimmt, dab 
bndzustand der Fermentreaktionen nicht mit dem stabilen 
higewichtszustand der Reaktion zusammenfiillt. 
In neuester Zeit haben Bodenstein und Dietz?) das unter 
Minflub von Pankreaslipase sich einstellende Gleichgewicht 
\mylbutvrats eingehender untersucht. Sie ermitteln die 


Konstanten der Gleichung 


lhese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 281 (1892), 
Zeitschrift f. Elektroch., Bd. XIL S. 604 (1906), 
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dx 
dt — se 


welche sich. da Wasser und Alkohol im Uberschu8 vorhandes 


Saiure]./Alkohol] — k, [Ester] [Wasser 


1 


sind. vereinfacht zu 








dx ae ' _ ) 
— k, Psaure | —_— k, (Ester 
at 
Sie bestimmen k, und k, und finden  stets 
k ‘Ester| - 
: saat K 
Sdure | 








Der Endzustand der enzymatischen Reaktion zeigte 





dessen starke und regelmibige Abweichungen vom natiirlicher. 
stabilen Gleichgewicht des Systems Amylbutyrat, Wasse 
Buttersiiure und Amylalkohol. Wihrend fiir dieses die Gleich- 
gewichtskonstante 1.96 betriigt, ergaben die Fermentversuc!) 


O05 norm.: K = 0,45 
O10 : » — 74 
O20 » : 1.13 


Der Endzustand wird von beiden Seiten erreicht und da- 
mit ist der Beweis erbracht, dab es sich nieht um Reaktions- 
verzogerungen handelt. 

Die Verfasser geben fiir ihr Resultat) keine) Erkliirung 
haben es auch nicht mit den Ergebnissen von Tammann i 
Bezichung gesetzt. 

Nachdem also gezeigt ist, dab im allgemeinen Reaktion 
bei Anwesenheit von Fermenten ein anderes Gleichgewich! er- 
reichen als ohne diese, ist zu fragen, ob nach den obigen. 
Seite 148 eingeftihrten Voraussetzungen die Gleichgewichts- 
konstante von der Konzentration des Fermentes und der leck- 
tionskomponenten unabhiingig ist. 

Beziiglich der Verbindungen Enzym-Substrat und Enzym- 
Reaktionsprodukte sind im wesentlichen zweierlet Annahmer 
gemacht worden. 

a) Das Enzym verteilt sich zwischen Substrat und lee 
tionsprodukt. (Bodenstein, Henri.) Diese Verteilung 
also etwa zu denken wie diejenige einer schwachen >i" 


14 i? 
\\ « 


zwischen zwei schwachen Basen. Der Grad der Hydrolyse w! 
somit die Konzentration der nicht hydrolysierten Verbindung’ 
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ort. sofern die beiden Konstanten der Hydrolyse nicht 
spol} sind, ungleich mit der Verdtinnung. Es ist also 
aiigemeinen eine Abhiingigkeit des enzymatischen Gleich- 
chts sowohl von der Konzentration des Fermentes als der 
ontration der Reaktionskomponenten zu erwarten. 
bh) Das Enzym addiert zugleich Substrat und Reaktions- 
likte zu dissoziierbaren Komplexen (Arrhenius). Bet 
osey Annahme ist a priori die Moéglichkeit der gegenseitigen 
(jssoziationsbeeinflussung durch Substrat und Reaktionsprodukte 
oe erOber als im vorhergenannten. Unter den einfachsten 
\nnahmen liegen die Verhiltnisse analog wie bet a. 
Experimentell hat Tammann (1. ¢.) die Abhangigkeit des 
ivustandes von der Menge des Fermentes und der Reak- 
nskomponenten eingehend untersucht und festgestellt. Bei 
hinwirkung von Emulsin auf Arbutin und Coniferin ergab 
dafi die im Endzustand gespaltene Substanzmenge mit 
vachsender Fermentmenge wiichst und sehlieblich ein Maximum 
hit. Dies deutet darauf hin, daf mit steigender Ferment- 
menge die Menge der aktiven Molektile knzym-Reaktionsprodukte 
er zunimme als die der Molekiile Enzym-Substrat. Bei gleich- 
eibender Fermentmenge wurde tn verdiinntem Amygdalin und 
\rbutin relativ mehr gespalten als in konzentrierten Losungen ; 
die Spaltung des Coniferins durch Emulsin gilt wahrschein- 
dieselbe beziehung. 
Schheblich ist zu untersuchen, in welechen Grenzen nach 
segebenen Theorie der Endzustand einer) Enzymreaktion 
seundert werden kann und unter welehen Umstiinden ein En- 
vm reversibel bezw. synthetisch wirkt. 
Die niichste Foleerung aus dem vorher Gesagten ist die, 
die Konzentrationen eines Systems, welches sich im wirk- 
stabilen Gleichgewicht befindet, durch Zusatz eines En- 
> geandert werden kann, eine Konsequenz, welche wohl be- 
vs gepritt zu werden verdient. 
Nach Annahme yon Bodenstein und Henri tiber die 
ung des Enzyms zwischen Substrat und Reaktlonspro- 
ist die Konstanz des Endzustandes bei gegebener Kon- 
ition des Fermentes und Substrates zu erwarten. 
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Werden Substrat und Reaktionsprodukte jedoch an yo 
schiedene Gruppen desselben Fermentmolektils gebunden, 

ist die Moglichkeit gegeben, dai eine der beiden Gruppen dure, 
irgend welche Einfliisse inaktiviert werden kann. Wir kommen 







dann teils zu ausschlieblich spaltend, teils zu 





schlieblich synthetisierend wirkenden Fermentimo|, 
kiilen. und in diesem Fall ist der Endzustand ein: 


























Svstems in beliebigen Grenzen variabel und beruh 
auf der relativen Konzentration der beiden Arten des 
Fermentes. Die Annahme hegt dann nahe, dali die Enzyimy 
In den Organen und also auch die Enzympriiparate, welc| 

wir zum Studium enzymatischer Reaktionen anwenden, « 

Gleichgewicht bezw. ein Gemisch von spaltenden und syuthe- 
lischen Enzymmolekiilen darstellen, welche sich durch ily 
Wirkungen also neutralisieren, von Enzym und Antienzyi. 

Als Stiitze fiir diese Hypothese Jassen sich in erster Li 
diejenigen Tatsachen anfiihren, welche die Antifermente des 
normalen Blutserums betreffen. 

Durch die Untersuchungen von Hahn!) und die fast gl 
zelugen yon Pugliese und Cogei?) ist zuerst festgestel! 
worden, dali normales Serum die tryptische Verdauung hemi 
Wertere Arbeiten hiertiber legen von Achalme, Camus wid 
Gley, Charrin und Levadati, Simnitzkt und Glaessin 
vor. Diese antitryptische Wirkung ist an das Serumathum 
gebunden. (Landsteiner,?) Catheart,') Hedin. *) ) 

Delézenne®) hat behauptet, daf\ die hemmende Wirkung des | 
malen Serums eimer Neutralisation der entsprechenden Kinasen 
schreiben ist. Er beschreibt folgende Versuche: 

Nach vorliufiger Bestimmung derjenigen Menge Serum, 
cerade die verdauende Wirkung einer Mischung von Pankreassa! 
Darmsaft aufheben kann, werden 3 Rohren mit gleichen Mengen | 
verdauenden Substanz. der Pankreassaftmischung und der zur Neu! 


Berl. klin. Wochenschrift, Bd. XXXIV, S. 499 (1897). 
*) Bollet. Scienze Med., Bd. VILE (1897). 
8) Zentralbl. f. Bakteriol. Bd. XXVIL, 3. 357 (1900). 
*) Journ. of Physiol.. Bd. XXXI, S. 497 (190-4). 

Journ. of Physiol, Bd. XXXIT, 8S. 390 (1905). 


6) C. r, Soc. Biol., Bd. LV, S. 132 (1903). 
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nreichenden Menge Serum gefillt. Nach einigen Stunden tber- 

man sich, daf’ in keiner der Rohren Verdauung eingetreten ist 
dann zur Rohre A einen Uberschuf§ von Pankreassaft, zu B 


erschuf von Darmsaft, © dient als Kontrollversuch. Nun ergab 


laf, Verdauung hierauf nur in B eintrat. Délézenne zieht daraus 


- ~ if. dafi bet der Verdaunung durch die Pankreas-Darmsatt-Mischung 
Darmsaft (die Kinase) neutralisiert war. Ascoli und Bezzola) 
vu teilweise jihnlichen Ergebnissen. 
Geven diese Auffassung sind Einwiinde erhoben worden. Nach 
enne wiire das Antitrypsin eine Antikinase und Bayliss und 


Siorline?) meinen, man kéOnnte dann noch die Existenz eimes Anti- 


ens erwarten, welches diese Forscher jedoch nach subkutaner 

on im Blutserum nicht nachweisen konnten. 
Délézenne hat jedenfails wahrscheinlich gemacht, dab 
hemmende Wirkung des normalen Serums nicht einer 
r livekten Einwirkung auf die proteolytischen Fermente zuzu- 

| hreiben Ist. 
Normales Blutserum enthiéilt, wie Hedin*) gezeigt hat, 
es | ht nur Antitrypsin, sondern gleichzeitig ein proteolytisches 
vin, die Serumprotease. Dieselbe laibt sich durch Salzfallung 
ni Antitrypsin trennen, da die Protease der Globulinfraktion, 
A\ntitrypsin. der) Albuminfraktion folgt. Diese Moglichkeit, 
rment und Antiferment, welche ihre Wirkung gegenseitig auf- 
heben, durch Salztallung zu trennen, dtirfte mit der Annahme, 
Ferment und Antiferment sich hier binden, nicht verein- 
sein, sondern spricht fiir die Annahme, dal die Reaktions- 
rodukte der beiden Fermente sich im Gleichgewicht halten. 
Dab tbrigens die Antitrvpsinmenge im Serum durch In- 
ekiion von Trypsinlésungen erheblich gesteigert werden kann, 
Achalme?*) und Weinland®) gezeigt. Wenn also das 
we Serumantitrvpsin und das durch Injektion erzeugte 
eceicht auch nicht vollsténdig identisch sind, so deutet nichts 
| ne Wwesentliche Verschedenheit. 

Der Zustand, in welchem sich die spaltbaren Eiweibkorper 


Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. XXXII, 8. 788 (1903). 
Journ. of Physiol., Bd. XXXII, S. 129 (1905) 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIL 

‘Ann, de l’Inst. Pasteur, Bd. XV, S. 737 (1901 
Zeitschrift f. Biol., Bd. XLIV, S. 46 (1902). 
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zentrationen von Trypsin und Antitrypsin, also allgemein Por. 


ment und Antiferment. 


Die Trennung von mit Antiferment «neutralisierten. FP, 
menten ist auch mehrfach dadureh gelungen, dab dere) 


dieser beiden Korper durch Erhitzen der Losungen = zers! 


wurde, wihrend der andere intakt blieb.  Versuche, Inver 
und Antinvertin bezw. Maltase und Antimaltase durch Diffis) 












im Organismus befinden, ist gegeben durch die relativen Koy. 


zwischen emer Sehicht von Rohrzucker und Invertinzucke 


hezw. einer Sehicht von Maltose und Glukose zu vertei), 


haben bis jetzt noch kein eindeutiges Resultat geliefert 
In mehreren Fallen ist lange dariiber diskutiert word, 


ob zwei entgegengesetzte Wirkungen eines) Enzympriiparat 


als die Wirkung eines Enzvms auf ein reversibles System o 

als die Wirkung zweier Enzyine anzusehen sind. So ist z, 

fraglich, wie die sog. Plasteinbildung zustande kommt. 
Durch Danilewskti ist festgestellt worden, dab Lalit 


ment in konzentrierten Losungen von Wittepepton eigentii 


liche) Eiweibniederschlige hervorruft. Dieses Phiinomen 


«Plasteinbildung>, welche auch unter der Einwirkung yon |’ 
sinpriaparaten eintritt, wurde im Laboratorium Danilewsk- 


weiter untersucht und hat besonders russische Forsche) 


schiiftigt. Kurayeff') fand die analoge koagulierende Eige: 
schaft des Papayotins. Lawrow und Salaskin?) konnten fes'- 
stellen, dai die in konzentrierten Wittepeptonlésungen unt: 
Kinwirkung von Magensaft eintretende Bildung yon Neder: 


schligen ber allen Arten von Albumosen. stattfindet. Na 
Lawrows?) neuesten Untersuchungen kénnen auber de 
bumosen auch Substanzen vom Typus der Aminosauren 


zwar am besten in schwach saurer LOsung koaguliert werde! 


Die Koagulosen zeigen qualitativ Eiweibreaktionen, unters 


den sich aber von diesen durch einen Mindergehalt an Stics 


stoff. Die Plasteinbildung steigt mit der Konzentration 
') Llofmeisters Beitr., Bd. I, S. 121 (1901), Bd. IL S. 411 
und Bd. IV, S. 476 (1904). 

2; Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. S. 277 (1902). 
Diese Zeitschrift. Bd. LI. S. 1 (1907). 
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openden Losungen und tritt besonders unter Bedingungen 


» welche die hydrolytische Spaltung der Eiweibkorper hindern. 
Nach allem scheint festzustehen, dal es sich bet der 
hanilewskischen Reaktion wirklich um eine synthetisierende 


Virkung des Pepsins resp. Labfermentes handelt, wenn auch 


“_ 


eigentliche Reversibilitit) der Pepsinwirkung, d. h. eine 
Pickbildung des Ausgangsmateriales nicht nachgewilesen ist. 
Daf etwa Pepsin nicht genau dieselben Eiweibkorper auf- 
welche es spaltet, ist ja bet der Zahl und Mannigtaltigkeit 
n. der Spaltprodukte, welche entstehen, nicht auflallend: dieselben 
nnen sich ja zu einem stabileren Molekiil anordnen.!) Jeden- 
- jst das Ergebnis, dafii unter den Verhiiltnissen, welche 
eine Zuriiekbildung von Eiwei} giinstig sind, ein iihnliches, 
ey nicht dasselbe Produkt gebildet wird wie dasjenige, welches 
» Spaltung unterliegt, analog dem, welches bei den reversiblen 
Reaktionen in der WKohlenhydrat- und Glukosidgruppe festge- 

ist. Ich erimnere an folgende Fille: 

Nachdem Tammann (lL. ¢.) bereits reversible Enzym- 
ktionen aufgesucht und van t Hoff auf die Bedeutung dieses 
Problems wieder aufmerksam gemacht hatte, gelang es be- 
kunntiich 1898 Croft Hill,?) eine svnthetische Wirkung der 
Hefomullase naechzuweisen. Croft Hill beobachtete. dab Hefe- 

fase durch monatelange Einwirkung auf eine 40°/ 9ige Glu- 
koselosung ber 30° deren Reduktions- und Drehungsvermégen 
sinne emer Maltosebildung iindert. Bald darauf wies in- 


lnter den Reversionen, welche. wie die Plasteinbildung, chemisch 

Al- : nicht aufgekliirt sind, ist die von Cremer beobachtete Rickbildung 

Givkogen aus Trauben- und Fruchtzucker im Buchnerschen Hefe- 

zu erwiihnen (Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII S. 2062). 

cehort Iuerher die von Maquenne (Bull. Soc. Chim. de Paris, 

\NAYV, Juillet 1906) und von Wolff und Fernbach (Compt. rend., 

CANXVITL, S. 718; Bd. CXXXVIUIE S. 819) studierte enzymatische Riick- 

von Amylose aus ihren Spaltprodukten. Vielleicht handelt es 

der gelegentlich von Overton beobachteten Riickbildung von 

n plasmolysierten Pilanzenzellen um eine iihnliche Enzvmwirkung 
abrsschrift d. naturf. Ges. in Ziirich, Bd. XLIV. S. 132 (1899 

Journ. Chem. Soc... Bd. LXXIHI, S. 634 (1898) und Ber. der 


chem, Ges., Bd. XXXIV, S. 1380 (1901). 
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dessen Emmerling!) nach, dai der von Croft Hill. he. 
obachtete Effekt nicht auf der Bildung von Maltose, sondep), 
von Isomaltose und von dextrinartigen Produkten beruhte. [s,. 
maltose wird selbst) durch Maltose nicht wieder gespaitey 
Kinen dhmichen Fall beobachteten E. Fischer und E. F. Apy- 
strong.*) Welirlaktase svnthetisiert aus Galaktose und Clukos 
nicht Galaktose, sondern Isogalaktose, welch letztere dupes 
Kelirlaktase nicht zeriegt wird. Schiieblich hat Armstrons 

durch interessante Beobachtungen noch Emmerlings ober ep 


wiihnten Befund ergiinzt: Emul!sin verhiilt sich Maltose geo. 











Uber umgekehrt wie Maltase: es spaltet Isomaltose, aber synthe- 





} 


tisiert Gcukose zu Maltose. Diese Resultate haben Armestrone 
zu der Verallgemeinerung veranlabt, dab «Enzvme gerade 
jenigen Molektile autbauen, weiche sie nicht zu spalten 
mogen 

Zunichst ist das experimentelle Material, auf das Arn 
strong diesen Satz griindet, durch das Studium = der jy 
treffenden Gleichgewichte zu ergaénzen und zwar mit und ol 
Zusatz von Fermenten. Eine diesbeziigliche Untersuchung | s! 
mit Maitose und Glukose im Gang. indessen kann jetzt scly 
darauf hingewiesen werden, dai nach den obigen Austiithrunge: 
welche die Annahme retin spaltender und rein’ synthetisc! 
Knuzymmolekiile wahrscheinlich machen,') die Tatsache wi 
verstiindlich ist, dab die Maltasepriiparate aus einem Mattos 
spaltenden und einem Isomaltose aufbauenden Enzym_ bestele 
und entsprechend die Emulsinpriparate aus einem [somali 
spaltenden und Maltose aufbauenden Enzym. Dagegen sclieiie! 
mir die erwiihnten, von Emmerling, E. Fischer und Arn- 
strong gefundenen Tatsachen einstweilen im Widerspruc! 
der Auffassung, dab jedes einzelne Enzym die Gleichgew! 
einstellung der entsprechenden reversibeln Reaktion besch eunist 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges... Bd. XXXIV. S. 600 und 2206 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXXV.S. 3144 (1902 
Proc. Roy. Soc. Ser. B., Bd. LXXVI, S. 592 (1905). 

4) Damit soll die Méglhichkeit nicht in Abrede gestellt werd: 


in speziellen Fiéiillen Ferment und Antiferment sich ineinander u! 


KOnTLeEN 
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Wir haben also im Gegenteil hier Falle, in welchen Enzyme 


mit den zugehorigen Antikérpern) gepaart) vorkommen, 

Antienzyme ohne die entsprechenden Enzyme. 

fine unmittelbare Konsequenz ist also die, dali Losungen, 

» nur oder tiberwiegend Antiferment enthalten, synthetisch 
am sein miissen. Dies scheint nun wirklich der Fall zu 

Beitzke und Neuberg!) haben niimlich die wichtige 
sachtung gemacht. dab durch subkutane Injektion von 
dein (bei Kaninechen) Antiemulsin gebildet) wird, welches 


tande ist. Glukose zu Maltose oder einem maltoseiihnlichen 
jsuccharid zu synthetisieren. 
Kann dureh weitere Versuche bewiesen werden, dab 
ere Enzympraparate sich im = allgemeinen aus einem spal- 
»und einemsvnthetisierenden Bestandteil zusammensetzen, 
| vielleicht auch die jetzt herrschende Auffassung?) der Anti- 
mentbildung im Organismus zu modifizieren und der Vor- 
wiirde sich am einfachsten so darstellen lassen: 
Durch die Injektion eines Fermentes wird das normale 
st | Verhiilinis des entsprechenden Substrates mit’ seinen Spalt- 
uikten gest6rt. Die vom injizierten Ferment neugebildeten 
Spallprodukte veranlassen die Sekretion von Antiferment, bis 
iberschiissigen Spaltprodukte gebunden sind. Das natiir- 
Verhiltnis (Gleichgewicht) zwischen Substrat und Spalt- 
se rolukten stellt sich allmihlich wieder her (also mit einer Ge- 
vindigkeit, welche klein ist im Vergleich zur Sekretion des 
\niifermentes), und das freie Antiferment befindet sich hier- 
p! ‘ nich im Serum im Uberschub. 
(ierade letztere Tatsache ist nach der bisherigen Auf- 
mig, dai das injizierte Ferment die Sekretion des Anti- 
ments hervorruft und es direkt bindet, nicht verstandlich. 
“ei aus dem Gesagtern zu ziehende Konsequenzen sind 
perimentellen Priifung direkt zugiénglich: 
|. Es ist zu erwarten, dai Spaltprodukte, welche durch 
vin gebildet werden, selbst in den Organismus injiziert, 
wirken wie das betreffende Enzym, das heift, dab sie 
Virchows Archiv, Bd. CLXXXIII, 8S. 169 (1906 
Vel. lnerzu auch Neuberg und Beitzke, |. c¢. 
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die Sekretion desjenigen Antifermentes hervorrufen, we, 
aus Ihnen das urspringliche oder ein isomeres!) Substrat aul |i 

2. ks ist zu erwarten, dab die Antifermentwirkung ¢jy.- 
Serums, welches einige Zeit nach der Injektion des Ferm 
gewonnen ist, in vitro noch zunimmt. 

Auf alle Antikérper labt sich diese Annahme schon de-s- 
halb nicht ibertragen, weil Antitoxine und Toxine nach. dey 
segenwirtigen Stand der Kenntnisse nicht durchweg als Kata 


2) 


» 


sutoren bezeichnet werden konnen.?) Ob aber nicht bei gro{je 
Gruppen von Toxinen und Antitoxinen das Gleichgewicht dia 
Vermitthung von Substrat und Reaktionsprodukten geregelt wird 
mute erst durch Versuche festgestellt werden. 


') Merkwiirdige Resultate beziighch der spezifischen Wirkung 
Antilipase berichtet E. Bertarelli (Zentralbl. f. Bakter., Bd. XL. 1, S. 251 

2) Vergl. hierzu L. v. Liebermann ‘Deutsch. med. Woche: 
Bd. XXXII. Nr. 7, 1906). 








Beitrage zur Kenntnis des oxydativen Abbaues der Keratine 
mit Wasserstoffsuperoxyd. 
Von 
Ferdinand Breinl und Oskar Baudisch. 


m.-techn, Institut der k. k. hOheren Staatsgewerbes: ‘hule in Reichenberg 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1907.) 


Albumine und Albuminoide sind schon vielfach der Oxy- 
fon unterworfen worden. Guckelberger und Keller?) 
ierten die fliichtigen Zersetzungsprodukte, welche bei der 
wirkung von Manganhvperoxyd bezw. auch Chromsiiure in 
nwart von Schwefelsiure entstehen, und fanden hierbet 
eusiiure, fliichtige Fettsiiuren, Benzoesiiure, Aldehyde und 
Vive. Die spiteren Forscher, wie Oskar Loew,?) Lossen,*) 
raf.4jJ.Seemann,) v.Furth,®) Kutscher u.Schenk,*) 


t\ 


assen sich hauptsiichlich mit dem Studium der nicht fliich- 
Oxydationsprodukte der Eiweibstoffe. Sie verwendeten 
-Oxydationsmittel in der Regel Kaliumpermanganat in saurer 
ikalischer LOsung und erhielten dabei Oxyprotein, Oxyprot- 
‘iure, Benzoesiiure, benzaldehyd, Ameisensiiure, Essigsdure, 
onsiure ?), Buttersiiure (Valeriansaure 7), Oxalsiiture, Bern- 
“ure und Oxaluramid. 
I oN. Sehulz>) oxydierte Eialbumin mit 3° oigem H,O, 


erhielt dabei: Oxyprotein. 


\.. Bd. LXIV, S. 46, 86. und Bd. LXXIL, 8. 31. 

lourn. f, prakt. Chem., Bd. XXXI, 8. 129. 

A.. Bd. CCI, S. 369. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 8S. 259. 
1905, S. 1657: Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 224, 1905. 

r. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. VI, 5. 24%6—328 

»., Bd. XXXVII, S. 2928. 

., Bd. XXXVIII, S. 455. 

Diese Zeitschrift. Bd. XXIX, S. 8&6. 
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Fo Blumenthal und C. Neuberg!) behandelten Gelys, 
bei Bruttemperatur mit 3° oigem H,O, in Gegenwart von Pepys. 
sulfat als Sauerstoffiibertrager und erhielten von fltichtigen (yy. 
dationsprodukten Aceton und einen noch nicht untersuchte 
Aldehyd. 

C. Harries?) oxvdierte Casein in schwach  alkalisehe 
Losung mit Ozon und wies nach, dab dabei salpetrige Siiny. 
Salpetersiure und ein phosphorhaltiges Oxydationsprodukt ep. 
steht, welches mit Phenylhydrazin kondensiert. 

Gelecentlich einiger Versuche iiber die Bleicherei tierisehe 
Fasern fanden wir, dai das 380°/o1ge Wasserstoffsuperoy 
(Merck) auf tierische Haare sehr energisch reagiert. Se} 
wolle wird von diesem Reagens schon bet 40—50° CC. merk- 
lich veriindert, was sich schon an der deutlich sauren Reakti 
der yvorher absolut neutralen Fliissigkeit erkennen lift. fi 
liingerem Erhitzen mit solehem H,O, nimmt die zuniichst stark 
gebleichte Wolle eine braune Farbe an, sehlieblich trit! 
kommene Losung ein. Dabei entwickelt sich ein stechende 
zu Triinen reizender Geruch. der anscheinend von einem Aldeh\ 
herriihrt. Menschliche Haare werden in gleicher Weise (i 
das 30° oige HVO, veriindert, nur geht die Reaktion etwas 
samer vonstatten. 

Diese Reaktion erschien uns des naheren Studiums wet 
weshalb wir nach mehreren weiteren Vorversuchen eine er 
Partie Menschenhaare mit dem genannten Oxydationsmille! 
hitzten und dabei bedacht waren, auch alle fliichtigen 0 
dationsprodukte festzuhalten. 

Wir verwendeten zu diesem Versuche 100 g¢ Mens 
haare, welche partienweise im Soxhletschen Apparat iu 
je 6 Stunden ausgeiithert wurden, um. sie vollstiindiy 
fetten, und endlich zur weiteren Reinigung wiederh 
destilliertem Wasser gewaschen und dann an der Lui o> 
trocknet wurden. Die Oxvdation wurde in einem Rundke 


Hofmeisters Beitr... Bd. II, S. 238. 


Deutsche mediz. Wochenschrift. 1901. S. 6. 


B. B., Bd. XXXVIIE. S. 2990. 
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yohvefiihrt, auf welchem ein kriaftig wirkender Riickflubkiihler 
soosetzt wurde. Die aus diesem entweichenden Gase wurden 
waichst dureh eine mit ca. 10 ccm destilliertem Wasser 
‘tte Sicherheitsflasche, dann durch drei mit Eis gekihlte 


iit 


Waschflaschen geleitet, die der Reihe nach mit destilliertem 
Wasser, mit verdiinnter Salzsiure und mit Barytwasser ge- 
waren. 
Zusammen wurden 100 ¢ gereinigte Haare in Partien zu 
2) g mit zusammen 400 g 30°/oigem H,O,, welches eben- 
cils in Partien zu je 80 ¢ zugesetzt wurde. Ein Zusatz neuer 
\J-ngen der beiden Agenzien geschah immer nach 1—1!/2 Stunden, 
veun die Gasentwicklung nachzulassen begann. Die Haare wurden 
muerst gebleicht und erst bei 40—ds0° C. begann die Gasent- 
wicklung. die sich dann allméhlich steigerte, bis die Flissigkeit 
uy Sieden kam. Das Barytwasser triibte sich sehr = rasch 
nd bald entstand darin eine grobe Menge eines weiben Nieder- 


nlavges, 


Nach mehrstiindigem Kochen hatte sich der grofte Tell 
ler Haare zu einer gelben, gallertartigen Fliissigkeit gelOst, die 
nun mit Wasser verdiinnt werden mubte, um ein Anbrennen 

vermeiden, 

Von dieser Fliissigkeit wurden Partien von etwa 20 g 

100 g@ Wasser versetzt und weiters solange gekocht, bis 
keine Gasentwicklung mehr. stattfand. 

Die riickstiindigen LOsungen wurden vereinigt. Sie ent- 
ellen noch eine betriichtliche Menge einer flockigen Fest- 
ibstunz, an welcher unter dem Mikroskop keinerlei Struktur 

ir zu erkennen war. Sie wurde von der Losung durch 
‘ration getrennt, gewaschen, bei 100° getrocknet und ge- 
Ver. 

Was Gewicht dieses Riiekstandes, der ein hornartiges Aus- 

hatte, auf alkalische BleilOsung nicht mehr reagierte, 
i aber noch deutlich Hepareaktion gab, betrug 18 g. Das 
hellgelbe Filtrat F wurde aufbewahrt. 

Hie weitere Untersuchung erstreckt sich zuniichst auf die 
\Waschflaschen aufgefangenen fliichtigen Produkte und 
wif die in dem Filtrat F gelésten Oxydationsprodukte. 

LI. 11 


lers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 








162 Ferdinand Breinl und Oskar Baudisch., 


I. Untersuchung der bei gewohnlicher Temperatur fliichtigen 
Oxydationsprodukte. 


Die Inhalte der mit Wasser gefiillten Sicherheits- y))4 
der ersten Waschflasehe waren vollstandig klar und. faphiy- 
reagierten neutral und besaben einen starken, stechenden .\ 
hydgeruch. Blausiure konnte nicht nachgewlesen werden. |)) 
Losung reduzierte Fehlingsche und ammoniakalische Sij}jer 
losung, gab mit Phenylhydrazin eine gelbe Ausscheiduny 
zeigte auch sonst allgemeine Reaktionen auf Aldehyde. 

Aulfallenderweise konpnte Aceton, das von Neubere yi 
Blumenthal (lL ¢.) aus Leim durch kinwirkung von H,0) 
Gregenwart von Eisensulfat in reichlicher Menge erhalten wird, 
nicht nachgewiesen werden. Auch war kein benzaldehyd \ 
handen. Ferner versagte die tvpische Reaktion auf. Forin- 
aldehyd mit alkalischer Resorcinlésung (nach Lebbin), 

Dageven gab die Flissigkeit) alle Farbenreaktionen 
Acetaldehyd, welcher ohne Zweifel in grébter Menge zuge. 
war, wie sich durch Absceheidung des p-Nitrophenylhydrazous 
deuthch erkennen lreb. 

Die aldehydhaltige Fliissigkeit gab mit alkoholischer Losin: 
von p-Nitrophenylhydrazin eine betriichtliche Menge eines ee! 
Niederschlages, der ein Gemenge verschiedener Hydrazone 1 
unverindertem p-Nitrophenylhydrazin darstellte. Er wurde 
gesauel, getrocknet. hatte ein konstantes Gewicht von 6.2 » 
und zeigte einen Sehmelzpunkt von 110° (unscharf). | behul 
KMntfernung des unveriinderten p-Nitrophenylhyvdrazins wurde ¢! 
zuniichst mit kaltem Benzol behandelt. Dabei stieg der Sclimne/ 
punkt auf 115° Hierauf wurde der gelbe Kérper zweimal !! 
Pyridin unter Zusatz von Tierkohle gekocht und aus cies 


Losung mit Petrolither geféllt. — Nach dreimaligem (| 
krystallisieren aus heibem = Ligroin wurden schone goldge eS 6 


Nadeln erhalten (1.3 ¢@), die scharf bei 128° sehmolzen 1 
neben dem Typ als Acetaldehyd-p-Nitrophenylhydrazon ersail! 


wurden. !) 


') B. B., Bd. XXXII, S. 1813. 
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Hie verschiedenen Mutterlaugen enthielten wahrscheinlich 
andere Aldehyd-p-Nitrophenylhydrazone, doch konnte eine 
onung derselben, wegen der geringen Menge des zur Ver- 
vestandenen Materials, nicht ausgefiihrt werden. 

Die vorgeschlagene Salzsiiure enthielt auber wenig Aldehyd 
weiteren flichtigen Oxydationsprodukte des Keratins. 

In dem vorgeschlagenen Barytwasser hatte sich. wie 
erwiihnt, BaCO. in groben Mengen ausgeschieden. 

Von den fliichtigen Oxydationsprodukten waren also mif 
Hmmtheit’ Kohlensiiure und Acetaldehyd nachzuweisen. 


II. Untersuchung des Filtrates F. 


Diese sechwach gelblich gefarbte, stark sauer reagierende 


issigkeit wurde zunachst so lange mit Wasserdampf destilliert, 


las Destillat nicht mehr sauer reagierte, sodann wurde der 


-iflationsriickstand erschopfend ausgeiithert und nun sowohl 


~Destillat, wie der Atherauszug und die ausgeiitherte, noch 


<auer reagierende Losung weiter untersucht. 
A. Das Destillat. 

Die ersten Anteile desselben zeigten noch starken Aldehyd- 

der aber keineswegs an Benzaldehyd crinnerte. Es 
erfe, wie schon erwithnt. sauer und war ganz schwach 
chweif getriibt. Beim Umsechiitteln mit Ather verschwand 
riibung. Der Atherauszug hinterlieB nach dem Ver- 
len sehr wenig gelblichen Sirup, aus dem sich einige gelb- 
Krystalle ausschieden. Diese wurden durch Absaugen 
i Sirup getrennt und mit wenig Ather gewuschen. Sie losen 

ceicht und vollstandig in Schwefelkohlenstoff. Aus dieser 

schieBen beim Verdunsten gelbe, rhombische Krystalle 

ber 120° schmolzen und auf dem Platinblech mit blauer 
ve unter’ Entwicklung von Schwefeldioxyd verbrennen. 


varen also reiner Schwefel.!) 


Ks sei hier darauf hingewiesen, dafi K. A. H. Mérner, Diese 
Bd. XXXIV, S. 207, bei seinen Untersuchungen iiber die Kennt- 
Hindung des Schwefels in Proteinstoffen gefunden, daf beim an- 
Rochen tierischer Fasern mit Salzsiiure Schwefel als soleher 
eheidet, 


Pi 
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Dus ausgeiitherte Destillat wurde mit Natronlauge gey., 
neutralisiert und dann stark eingeengt. Aus dieser Losinye 
krystallisierten priichtige, lange, farblose Nadeln, die sich 4) 
essigsaures Natron erwiesen. Thre wiisserige LOsung gab yy) 
Silbernitrat einen aus weiben, glinzenden Krystallnadeln jj. 
stehenden Niedersechlag, wurde durch Eisenchlorid dunkelp,: 
gefirbt und schied beim darauf folgenden Erwiirmen eine 
braunen gelatindsen Niederschlag aus. Berm Erwiirmen de 
Krystalle mit Athylalkohol und Schwefelsiiure entstand Athy- 
essigester. In dem Destillat) konnten somit) mit) Sicherhei! 


Schwefel und Essigsiiure nachgewiesen werden. 


Bb. Der Atherauszug des ausgediimpften Filtrates f 


Der erste Atherauszug hinterlieB nach dem Verdunste: 
ebenfalls eine geringe Menge eines gelblichen Sirups, aus dey 
sich gelbliche Krystillehen und zwar rhombisch-oktaedrisc! 
wie nadelfOormige ausschieden. Dieselben wurden nach de 
Absaugen des Sirups mit viel Aceton auf dem = Wasserha 
erwiirmt, wobet die Krystallnadeln sich vollstiindig listen. Dy 
riickstiindigen. gelben rhombischen Oktaeder schmolzen bei 120 
und zeigten auch sonst alle Eigenschaften des Schwetels. 

Die feinen Krystallnadeln, die sich aus der Aceton!osin, 
beim Erkalten ausschieden, zeigten einen Schmelzpunkt vo 
178 -180° Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Wass: 
wurden schneeweibe, glinzende Krystalle erhalten, welche scar’ 
bei 180° schmolzen und sich bei stirkerem = Erhitzen unt 
Bildung von sehr zum Husten reizenden Diimpfen verfliichtigth: 
Die wiisserige LOsung reagierte sauer und zeigte alle Reaktione 
der Bernsteinsiure. 

Die weiteren Atherausziige hinterlieBen beim Verdunst« 
nur mehr reine Krystalle dieser Saure. 


C. Das ausgedimpfte und ausgeiitherte Filtrat Fa 
Diese noch immer stark saure L6sung zeigte nur 

schwache Biuretreaktion, reduzierte Fehlingsche Losung ti 

reagierte auch nicht auf Phenylhydrazin. Nachdem wi! 


iiberzeugt hatten, dab die ausgediimpfte und ausgeiitherte Ox) 
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joustliissigkeit keine Spur von H,O, mehr enthielt, prtiften 
dieselbe auf Salpetersiure. Die Anwesenheit derselben 
onte zwar mit Diphenylamin, Brucin und Ferrosulfat deutlich 


K ( 


vgewlesen werden, doch waren zwelfellos nur sehr geringe 
Vengen davon vorhanden, Dagegen leb sich Schwefelséure 
chlichen Mengen nachweisen. Die mit Salzsiure versetzte, 
heim anhaltenden Kochen klar bleibende Losung gab mit 
rviunchlorid einen reicalichen Niederschlag, der sich als BasSO, 
Der Trockenriickstand des Filtrates von diesem Nieder- 
zeigte freilich noch deutliche Hepareaktion, ein Beweils, 


_, 


der in der Losung vorhandene Schwefel nicht vollstiindig 
») schwefelsiure oxydiert: war. 
Vach dem ersten Ausiithern des Filtrates KF o(s. S. 163) 
ied sich aus demselben tiber Nacht eine kleine Menge eines 
vyystallisierten Niederschlages aus, der aus prachtigen Quadrat- 
kinedern bestand und sich bet niherer Untersuchung als oxal- 
uirer Kaik (CaC,O, -- 60,0) erwies. Wir pritiften daher auch 
fe yollstiindig ausgeiditherte Losung nochmals auf Oxalsiiure, 
em wir einen Teil derselben mit Ammonmak neutralisierten 
ad in der Kochhitze mit Chlorcalcium versetzten. Dabei ent- 
‘and ein bedeutender Niederschlag, der so lange gewaschen 
ide, bis das Filtrat keine Schwefelsiiurereaktion mehr zeigte. 
lerselbe wurde zur weiteren Reinigung in Salzsiiure gelost und 
-hemer Losung mit Ammoniak gefillt, neuerdings filtriert und 
cewaschen. Es wurde hierauf behufs Entwésserung bei 205—210° 
felrocknet und eine gewogene Menge darauf gegliiht, wobet 
‘ne Bbraunung wahrgenommen wurde. 
0.5102 ¢ hinterlieben O,1810 ¢@ Glihriickstand (CaQ), 
Ks ist also kein Zweifel, daB das Filtrat F auch betriicht- 
ve Mengen von Oxalsiiure enthielt. 
kin welterer Teil des Filtrates Fa wurde mit Natronlauge 
erwarml, daber entwickelte sich, ebenso wie beim Erwiirmen 
Magnesia, reichlich Ammoniak. 
Der Rest des Filtrates Fa wurde endlich auf Aminosiiuren 
rsucht. Zu ihrer Absecheidung wurde die von C. Neuberg 


Viunassel) angegebene Methode benutzt. 


b. b., Bd. XXXVI, S. 2359. 
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Die schwach alkalisierte L6sung wurde mit a-Naplity 
cyanat geschiittelt, der entstandene Niederschlag filtriert 
das Filtrat angesiiuert. Hierbei trat allerdings eine Ausschejdy 
von Naphtythydantoinsiuren ein; dieselbe war aber so gering 
dah eine weitere Untersuchung nicht lohnend schien, 


Z7Zusammentassung. 


Durch die Kinwirkung von 30° oigem Wasserstoffsuperoxy: 
auf menschliche Haare in der Kochhitze konnten somit unter 
von uns eingehaltenen Bedingungen von Reaktionsprodukten | 
Sicherheit’ nachgewlesen werden: Schwefel. Schwefelsiiuy 
Kohlensiure, Essigsiiure, Acetaldehyd, Oxalsiiure. Bernstei 
siture, Salpetersiure, Ammoniak, Aminosiiuren. 

Die Frage. ob der oxydierenden Wirkung des H.0, 
das Keratin zuniichst eine hydrolytische Aufspaltung dessc|! 
vorausgeht, ist wohl nicht leicht zu entscheiden. Der Umstia 
dali fliichtige Oxydationsprodukte schon bei 40—50° auttrat 
also bei einer Temperatur, bei welcher die Bildung wasse 
loslicher livdrolytischer Spaltungsprodukte wahrscheinticl 1 
nicht stattlindet, labt wohl die Annahme zu, dah die Oxvdii 
sich anfangs direkt auf einzelne Gruppen des unverindert 
Keratins erstreckt. Dagegen ist es zweifellos, dali bei 
gesetztem Kochen der wiisserigen Losung auch Hydrolyse stat 
fand und das HJO0, auch aut die hierdurch gebildeten Z 
setzungsprodukte des Keratins einwirkte. 

Auffallend ist, dab bei dieser Oxydation des Keratins \ 
einfach zusammengesetzten organischen Verbindungen nur sole! 
der aliphatischen Reihe gefunden wurden, wihrend Benzalde. 
und Benzoesiiture, die ber der Einwirkung von Permagane 
stets aufgefunden wurden, mer nicht nachzuweisen ware! |) 
Tatsache beweist, dali die aromatischen Komplexe im hy 
in einer Form gebunden sind, in der sie der Spaltung du 
HO, zu den etnfachsten aromatischen Aldehyden und da 
widerstehen. Diese Anschauung wurde auch durch die \) 
schiedenheit’ des Verhaltens des Tyrosins einerseits wie 
wiphatischen Aminosiiuren anderseilts zu 30°,oigem [1,0 
sliitigt, wie noch des weiteren ausgefiihrt werden wird 
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Ber einem Versuch. durch den festgestellt werden sollte, 
viel Kohlenstolf und Schwefel durch den oxydierenden Ein- 
ios Wasserstoffsuperoxyds auf Menschenhaare tm Maximum 


(Wo. 
5 


CO, und SO, verwandelt wird, wurde die Beobachtung 
il ' daf selbst bei tagelanger Eimwirkung von tibersclitssigem 
HW (), die Kohlensiureentwicklung nicht zu Ende gelihrt werden 
ante. wie Wohl die Haare schon in verhiiltnismiaifig kurzer 
auf einen kleinen Rest dauernd unloslich gebliebener Fest- 
bstanz in) wasserlosiiche und fltichtige Oxvdationsprodukte 
conyandelt waren. Aus dieser Erscheinung war zu sehlieben, 
wenigstens ein Teil der in’ L6sung vorhaundenen = organi- 
en Siiuren durch das H,O, fortgesetzt langsam zu CO, oxy- 
wird. 
In der Tat heb sich naechweisen, dab sowohl Essigsiiure 
: Oxal- und Bernsteinsiure beim Kochen mit 30° oigem H,O, 
Kohlensiure leferten, und zwar wurde die Oxalsiiure am rasche- 
die Bernsteinsdiure am tréagsten oxydiert. 

Die auffallend geringe Menge von Aminosiiuren, welche 
der Behandlung der Haare mit H,O, erhalten wurde, machte 
welters sehr wahrscheiniich, daB auch diese Siuren durch 

1.0, eine oxydierende Spaltung erfahren. So lieb sich denn 
nachweisen, dab Glykokoll, Alanin, Leucin, Asparagin- 
ve und Cystin durch kochendes 30°/o1ges Wasserstoffsuper- 
unter Bildung von Ammoniak in Kohlensiure, Aldehyde 
leilweise auch organische Siéuren gespalten werden. Ty- 
“ii hingegen bheb auch bet anhaltendem Kochen mit H,O, 
erundert, 
Notizen tiber die Oxvdation einiger Aminosiiuren 
durch 30° oiges Wasserstoffsuperoxyvd. 


HD. Dakin?) hat in jiiagster Zeit das Verhalten einiger 
nosiuuren zu HO, studiert. Er verfuhr dabei in der Weise, 
er diese Siuren zuniichst mit Na,CO, genau neutralisierte, 

Losung mit HO, und einigen Milligrammen Eisensulfat 
A\utaulysator versetzte und lingere Zeit) bei gewohnlicher 


eratur sich selbst tiberlief. Es trat bald unter Erwiirmen 


irn. of Biolog. chem., Bd. I. S. 171: €.. 1906, Bd. J. S. 822. 
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Reaktion ein und es bildeten sich hierbei auber Kohlensiéiyy, 
und NH, aus dem Glykokoll: Ameisensiure, Glyoxylsiure jin) 
wenig Formaldehyd; aus dem Alanin: Essigsiiure und Aces. 
aldehyd und aus dem Leucin: Tsovaleriansaure und Isoyaley- 
aldehyd. 

Aus dem in der vorstehenden Abhandlung angefiihrty 
Grande untersuchten wir das Verhalten einiger Amidosiiure 
welche bei der hydrolytischen Spaltung von kiweibkorpern. ge- 
funden wurden, zu 30° .igem H,O,, ohne vorher zu neutre- 
Jisieren und ohne Mitwirkung von Eisensulfat oder eines anderen 
Katalysators: hierbel wurde gefunden, dafi Glykokoll, Alanin. 
Leucin und Asparaginsiiure sowie Cystin mit HO, insbesondere 
in der Kochhitze sehr kréftig reagieren. 

Glykokoll hefert dabei von fliichtigen Oxydationsprodukten 
Kohlensiiure und Formaldehyd, das mit der Lebbinschen lea‘- 
tion sehr deuthich nachzuweisen war. Die rtickstiindige Losuny 
reagierte stark sauer und entwickelte beim Erwiirmen mit Mg) 
reichlich Ammoniak. 

Alanin. Beim Erwiirmen desselben mit 30 °/oigem Wasser- 
stoffsuperoxyvd tritt sehr bald heftige Reaktion unter. starke: 
Aufbrausen ein. Es entstanden dabei Kohlenséure, Ammonis 
und Acetaldehyd. 

Auch Leucin reagierte rasch unter Entwicklung von Kolilen- 
siure, Ammoniak und einem Aldehyd (wahrscheinlich i-buty:- 
aldehyd), auf dessen Identifiziernng mangels der notigen Type 
verzichtet werden muBte. (Wir machen hier darauf aufme 
sam, dab Dakin Isovaleraldehyd enthielt, Liebig allerdings 
mit Kaliumpermanganat Butyraldehyd. Es wire wohl zwec 











miibig, jede Bezeichnung zu vermeiden. ) 

Asparaginsiiure liefert beim Kochen mit H,O, auber Kolven- 
siiure und Ammoniak Acetaldehyd. Dieser wurde in Wis> 
geleitet. Die wiisserige LoGsung mit alkoholischem p-Nitroplie! 
hydrazin gefiillt; das so entstandene, durch mehrfaches | 
krystallisieren gereinigte Hydrazon schmolz scharf bei [=> 

Tvrosin wird, wie bereits angefiihrt wurde, durch Koc 


') B. B., Bd. XXXII, S. 1815. 











Zur Kenntnis des oxydativen Abbaues der Keratine usw. 169 


is 30° oiges H,O, nicht verandert. Erst auf Zusatz von etwas 


eisensulfat trat reichliche CO,-Entwicklung ein. 


Cystin, das bei der Hydrolyse des Keratins in ziemlich 


reichlicher Menge gebildet wird, lefert beim Kochen mit H.O, 


‘\ 


hiensiiure und einen Aldehyd (wahrsecheinlich Acetaldehyd), 
saure L6ésung enthilt viel Ammoniak und Schwetelsiiure. 
Als wir 0,074 g¢ Cystin so lange mit HO, kochten, bis die 


Kohlensitureentwicklung aufhoérte, und die mit Salzsdure = an- 


esiiuerte klare Losung heii mit Bal, fallten, erhielten wir 


Wilt g BaSO, = 25,90 °%/o S. Reines Cystin enthiilt = 26,609/0 8. 


Daraus ist zu entnehuwen, dab durch HJO, der Gesamt- 
nwefel des Cystins zu SO, oxydiert werden kann. Ebenso 
mn man auch den Schwefel des Keratins durch Oxydation 


esselben zu SO, mit 30°/oigem Wasserstoffsuperoxvd quan- 


htatiy. bestimmen. 


Ks wurden 1 ¢ lufttrockene Menschenhaare mit 200 cem 


s0° oigem H,O, 18 Stunden gekocht und zwar wurde das H,O, 


Portionen von 10 zu 10 ¢ hinzugefiigt und nach jeder Ein- 
vung solange gekoeht, bis keine Gasentwicklung mehr stattland. 
Trotz der relativ grofen Menge des H,O, und der langen 


vochdauer war immer noch reichliche Kohlensiiureentwicklung 


nachwelsbar. 


Die Haare waren fast vollstiindig in Losung gegangen, 
-klare, wasserhelle Flissigkeit wurde von dem anorganischen 


nickstand (O,045° 0) durch Filtration befreit, auf 500 com auf- 


ill und in je 100 com der Schwefel als BasSO, bestimmt. 
its wurden 5,91 und 6,3°/0 Schwefel gefunden. 
Die Gesamtschwefelbestimmung der nitmlichen Haare 
‘lels Soda und Na,O,) ergab 5,88 °/o. 
Durch das anhaltende Kochen der menschlichen Haare 
o0° 91gem H,O, war somit der gesamte Schwefel zu 


iwetelsiure oxydiert worden. 


Sommer 1906. 








Synthese der Salicylursaure. 
Von 
Dr. S. Bondi. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Wiener allgem. P 
Prof. J. Mauthner.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1907.) 


Anliiblich eingehenderer Erforschunge der Verteilune 
Salicylséiure im Organismus?!) zeigte es sich, dab die gow: 
lichen Extraktionsmittel fiir Salicylsiure nicht imstande war 
dieselbe aus Blut oder Organen vollig auszuziehen. Erst nac 
liingerem Erhitzen mit verdtinnten Mineralsiéiuren lief sieh «) 
salicylsiure annihernd quantitativ abscheiden. Diese Ertahrun, 
macht es wahrscheinlich, dab die Salicylsaure zum Teile 
festere Bindung mit den Bestandteilen der Organe, voraussicl.' 
lich mit den Eiweibkorpern eingeht. Kine Paarung der Sii 
siiure mit einem Eiweibbruchstiick, die vom Organismus 
werkstelligte Verbindung mit Glykokoll ist schon seit: lange 
bekannt. Bertagnini2) hat im Jahre 1856 entdeckt. da 
Teil der per os eingenommenen Salicylsiure im Tarn 
sialicylursiiure wiedererscheint. Bertagnini gibt eine ki 
Beschreibung dieser Siiure und einiger threr Salze. Pick 
und Beck?) haben spiiterhin das Verfahren der Darstellung i 
Harn etwas verbessert. 

Versuche, diese bedeutsame und interessante Syvnl 
dem Organismus nachzubilden — eimen Aufbau der Salicyiu- 
siiure aus Salicylsiiure und Glykokoll in vitro vorzunehmen 


legen bisher in der Literatur nicht vor. 

Kine Wiederholune des von Baum‘) angewandten \: 
fahrens bei der Synthese der Hippursiiure 
Siiurechlorids mit Glykokoll in alkalischer Losung 


— Schiitteln 
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Salievisiiure nicht anwendbar, da dieselbe kein Sidure- 
ond besitzt. Bet Einwirkung der tiblichen Chlorierungsmitte! 
‘oht immer das Anhvdrid der Sateylsiiure. °) 


f 


Hs boten sich zur Ausftihrung der Synthese zwei Wege. 
Man konnte von dem Chlorid der Acetylsilicylsiiure °) 
csehen und nach WKuppelung desselben mit Glykokoll ver- 
hen die Acetylgruppe mit schwach angreifenden Mitteln ab- 
-prengen, oder es lieh sich der Weg gehen, der ber der 
synthese der gepaarten Gallensiiuren®) so treffliche Dienste 


stet hatte, die Darstellung des Siiureacids und Kuppelung 


-<e{hen mit Glykokoll. 

Nach liingeren Vorversuchen wurde schlieblich das letz- 

von Curtius herrihrende Verfahren gewihilt. 

Hierzu war zunidchst das Hydracid und Acid der Salicyl- 
ve darzustellen, nach den Angaben von Struve und Ra- 
lenhiausen.s; Durch Einwirkung von Hydrazinhydrat aut den 
Methylester der Salicylsaure entsteht das Salicylsiiurehydracid. 
H,-OH-+COOCH, -— NH,NH, = C,H,-OH-CONHNH, -- CHOU 

Kester. Hydracid. 

Das Hydracid wandelt sich bei Einwirkung von salpetriger 
sire in das Acid um. 

C,H,-OH- CONHNH, -- NOOH = C,H,-OH-CO-N, -- 2H,0 

Acid, 

Dieses Produkt Jibt sich nun in alkalischer Losung mit 
‘iykokoll verbinden zu dem Salze der Salicvlursiiure, wiihrend 
fseichzeitig Stickstoffalkali sich in der Fliissigkeit bildet. 

C,H, OH- CON, + NH,CH,COOH +- 2 NaOH 
CH, - OH» CONHCH,COONa +- NaN, -+ 2 H,0. 


Salicylsiurehydracid. C,H,- OH. CONH. NH,. 


Da die Ausfiihrungen von Struve und Radenhausen 

kurz gefafit sind, im Laufe dieser Arbeit jedoch mehr- 

ie Darstellungen zur Vervollstiindigung der Erfahrungen iiber 

“as Hydracid Gelegenheit gaben, so sei die Darstellungsmethode 
Was austtihrlicher wiedergegeben. 

OU.% g frisch destillierten Salicylséiureesters (Siedep. 117°) 


‘cen mit 14,7 g¢ Hydrazinhydrat auf dem Wasserbade am 
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Riickflubkiihler erwarmt. Nach 2'/4 Stunden beginnt eine lejrhsy 
Krystallisation. Es ist nun gut, den Kolben nicht mehr Jano, 
auf dem Wusserbade zu belassen, da zu Janges Erhitzey <j, 
Kntstehung eines hochsehmelzenden Produktes, wahrschein|i-} 
Dihvdracid, bedingt. Beim Erkalten erstarrt die ganze Mas. 
zu einem harten Krystallkuchen. Dieser wird in der Reibschale 
mit etwas Ather verrieben zur Entfernung von iiberschiissigey, 
Ester, abgesaugt und getrocknet, erhalten 30 ¢. Diese werdey 
mit ca. 80 cem 95°olgen Alkohols in der Hitze umkrystallisier 
kin ganz geringer Teil geht dabel mitunter nicl)! 
Losung, auch bet lingerem Erhitzen (Dihydracid). Aus de) 
Filtrate reichliche Krystallisation. Dieselbe wiegt nach de 
Trocknen 20.0. g. 

Aus der Mutterlauge werden durch Einengen weitere 6 g 
PeWoORHReN. 

Das so erhaltene Produkt ist ganz farblos und rein w 
zeigt einen Schmelzpunkt von 147°. Derselbe legt etwas bole 
als der von Struve und Radenhausen angegebene von 145 . | 

Stickstoffbestimmuneg: 

0.2000 ¢ Substanz (im Vakuumexsikkator getrocknet) gaben bei 2 

und 74S mm 32.8 com N entspr. 18,46°o0 N, berechnet 18,42 \ 


Salicylursiiure: C,H,-OH-.CO. NH. CH,COOTL 


Die Salievlursiiure wurde hiiufig unter mehrfachen Vari 
tionen des Arbeitsmodus dargestellt. Folgendes Verfahren de Pk 
Darstellung befriedigte am meisten. Bs 

Og Salicylsiiurehydracid werden in 20 cem Normalsialpeter- 
siiure und 50 com Wasser gelést. Durch tropfenweises Zulige! 
weiterer 20 com Normalnatriumnitrithlbsung in) die eisgektilit BC 
Losung unter haufigem Umriihren entsteht das Acid der Salicy- 
siiure. Nach ungetailir halbstiindigem Stehen in Eiswasser |-! 
Bildung des Acids vollig beendet. Dasselbe besteht aus Krystu- 
bliitttchen von sehr unangenehmem, zu Triinen reizendem (e- 
ruch. Sie werden abgesaugt und mit Eiswasser nachgewus! 

Das feuechte Acid wird sodann portionenweise in eine 2° 
kiihlte Losung von 1.6 g Glykokoll in 20 cem Normallauge 0 


i} ') 
it} 


dO-cem Wasser eingetragen. Bet hiufigem Schiitteln wu 
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venweisem Zufigen von weiteren 23 ccm Normalnatronlauge 
villige Losung gewohnlich im Laufe emer Stunde ein. 
Hie Fliissigkeit wird filtriert, sodann zweimal mit Ather 

<veschiittelt. um etwas Acid zu entfernen, welches nun in 

ng gegangen war, ohne in die Reaktion einzutreten. Durch 


Hindurchblasen von Luft wird der Ather entfernt. Sodann 
ed mit Schwefelsiiure (Kongo positiv) angesiiuert und sofort 
ohrfach mit Essigester ausgeschiittelt, um das Reaktionsprodukt 
)» der Einwirkung der Séure zu befreien. Aus dem Essig- 

ester fallen ber léingerem Stehen Krystalle aus, welche dem 

yeiterhin zu beschreibenden, hochschmelzenden Nebenprodukte 
ngchoren, Der Essigester wird durch Absaugen von den Kry- 
fallen getrennt und bis auf ein kleines Volumen abdestilhert, 

Her Rest wird im Vakuum iiber Paraflinschnitzeln eingetrocknet. 

Man erhalt ca. 2.5 ¢ einer fast farblosen, sich fettig anfiihlenden 

Krystallmasse. Eine geringere Menge des gleichen Produktes 

edit man, wenn man die Siiure direkt in) der wiisserigen 
issigkeit auskrvystallisieren labt. 

Zur Reinigung wird 1g in 3 cem heiben Alkohols gelost. 
Nleibt ein geringer Teil ungelést, so filtriert man davon ab, 

es sich um ein Nebenprodukt handelt.) Die alkoholische 
sing wird mit 30 ccm heiben Benzols gemischt und noch 
virze Zeit am Riickflubkiihler auf dem kochenden Wasserbad 
cassen. Beim Abkiithlen erstarrt der Kolbeninhalt zu einem 

Arystallbrer von langen seidenglanzenden Nadeln. Es wird ab- 

sesuugt und getrocknet. Man erhilt eine farblose Krystall- 
usse, die beim Zerreiben stark elektrisch wird. 

Die Substanz zeigt folgendes Verhalten bei Priifung des 
‘limelzpunktes. Bet 165° beginnt sie zu sintern, ber 170° 
ntvill des Sehmelzens. die tritbe Sehmelze wird aber erst 

l71—172° vollig klar. 

Die Substanz ist in Athyl- und Methylalkohol, Essigester, 

0 leicht léshich auch bei Zimmertemperatur. Wenig loslich 
/immertemperatur, gut loslich in der Siedehitze ist sie in 
isser. Doch veriindert sich ein Teil der Substanz besonders 

ngerem Erhitzen mit Wasser und geht in das hoch- 
zende Produkt iiber. In Benzol, Ather, Petroliither, Chloro- 
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form ist die Substanz bet Zimmertemperatur wenig lOslich, ety» 
besser loslich wird sie beim Erwirmen, doch sind zum Uy). 
krystallisieren grofe Mengen der Losungsmittel notig. 

Kiir letzteren Zweck ist am geeignetsten das beschrieher, 
Gemisch yon 3 cem Alkohol und 30 cem Benzol fiir 1 @ sy). 
stanz, welches auch, wie cigene Versuche bewiesen, beigemen. 
Salicvisiiure vollig in Lésung halt. Man erhilt dabei 85°) de 
Substanz sofort durch Auskrystallisieren. 

Kin hochschmelzendes Produkt mit) anderem= Losiungs. 
vermogen entsteht als Nebenprodukt bei der beschrieher: 
Darstellung, ferner enthiailt eine Substanzprobe, welche mel 
fach aus Wasser umkrystallisiert wurde, grobe Mengen davon 

Diese Substanz ist farblos und léibt sich durch ihre eeringe 
Loslichkeit) in Alkohol leicht von der Saleylursiiure trenn: 
fe davon Libl sich aus ca. 55 cem heiben Alkohols umlOsen 
Der Schmelzpunkt der so gereinigten Substanz legt be: 250 
bis 23t° Die Substanz ist nur in gréfberen Mengen Methy- 
und Athylalkohol, Mssigester und Aceton bei liingerem Erhitze 
lOslich und fall beim Abktihlen zum Teile wieder aus. Au 
beim Sieden nur sehr wenig léslich ist sie in Ather, Be 
und Chloroform. Eine eimgehendere Untersuchung dieses [ro- 
duktes wurde bisher nicht ausgefiihrt. 

Die reme Salicvlursaéure ergab bei Bestimmune 
Stickstolf genaue Werte. 

lL O2115 g Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben bei 2! 
737.0 min 14,0 cem N. 

IH. O.1993 © Substanz (im Vakkuum getrocknet) gaben bei 22 
743 nm 12,6 cem N. 

HT. OA9YS7 & Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben bei 2! 
Tol mm 13.0 cem N. 

In 100 Teilen 


Berechnet: Gefunden: 
L. Il. III. 
N 718% 0 7,26°/0 6,96%o  7,29°,0 


lm so tiberraschender war es. daf} die Kohlenstofiwasse! 
stoffhestimmungen Werte fiir den Kohlenstoff gaben, we: 


den berechneten Wert stiindig iiberragten und zwar jedesma 


wechselnd von —- 0,6" 0 bis +- 1,5%o. Es wurden Anu 
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) ber verschiedenen Darstellungen gewonnenen Substanzen 

ich von drei verschiedenen Analytikern ausgefiihrt, immer 

| wit dem dhnlich ungiinstigen Erfolee —. Uber die Ursache dieser 
einung lassen sich nur Vermutungen aussprechen, viel- 

t+ handelt es sich um Beimengung einer kohlenstoffrercheren 


indung (Anhydrid?). ine Titration erwies sich nicht aus- 


av, da die Salicylursiure Doppelsalze bildet und der Um- 
von Phenolphthalein bet Zusatz des zweiten Molekiils der 
ten Barvtl6sung ein ganz allmiihlicher ist.!) 
Ms wurde deshalb spiterhin das Silbersalz der Salicylur- 
largestellt, das dann auch bei der Analyse genaue Werte 
Silbersalz der Salicylursiure 
1.0 der reinen Siure werden ind cem Normalinatroniauge 
leichtem Anwiirmen gelost. filtriert und nach dem Erkalten 
ner konzentrierten Losung von salpetersaurem Silber ge- 
Man erhilt 1.6 @ (theoretische Ausbeute Lol @). 1 g@ des 
saizes wird aus 100 com Wasser unkrystallisiert, am besten 


inman das Salz in das kochende Wasser eintriigt. Von 
ungelost Bleibendem filtriert man schnell ab. Aus dem 
vile krystallisiert beim Abkiihlen das reine, farblose Silber- 
Form feiner, ziemlich kurzer Nadeln, die oft haarzopf- 
intereinander vertlochten sind. Es wurden erhalten 0.7 g. 
die Substanz britunt sich, wenn sie lingere Zeit dem Lichte 
‘setzt wird, auch bet Kingerem Kochen mit) Wasser. 
Das Silbersalz istin den gewohnlichen, organischen Losungs - 
n fast unl6sheh, auch in der Stedehitze. 
0.2005 ¢ Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben nach dem 
i Porzellantiegel O.O719 & Silber. 
lL O3149 ¢ Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben nach dem 
Porzellantiegel O.1135 ¢ Silber. 
Hl. O1999 ¢ Substanz (im Vakuum getrocknelt) gaben nach dem 
Porzellantiegel O.O713 ¢ Silber. 


i}. O2998 ¢ Substanz gaben ber 178 und 744 mm 12.7 cem N. 


2195 » , 0.2900 ¢ CO, und O.0O61L5S ¢& HO. 
M2915 O3820 CO, und O72 HO 
\uch bei Bertagnini — loc. cit. — sind die Kohlenstoffwerte 
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In 100 Teilen 


Berechnet: Gefunden : 
I, IT. ITT. lV. V. VI 
Ag = 33.76%o 35.86°o 36,04%o 35,669 — 
N $.65° 0 : — 477° 0 = 
i 35.76 %/o — - — — 36.03°'0 35.74 
H 2.98 %/o _ — — — 3,11°/o 2,78 


Die vorstehenden Zahlen zeigen, dab es auf dem Wege 
des Salicylsiiureacids gelingt, die Salicvlursiure aufzubauen, Kin 
weiterer Beweis wurde erbracht durch die Zersetzung «) 
Salicvlursiure. Kocht man das Silbersalz eimige Stunden 1 
Salzsiiure, so Lift sich mit Ather eine Substanz extrahieren. 
welche nach Aussehen, L6slichkeit) und Schmelzpunkt (156 
der reinen Salicylsiiure entspricht. 

Die synthetische Salicvlursiure stimmet mit der im Hearn 
auftretenden vollig tiberein, soweit deren wichtigste Eigen- 
schaften sich aus der Beschreibung von Bertagnint erkenne 
lassen. 
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Zur <innern Antisepsis>. 
Von 


Dr. H. Bechhold, Mitglied des Instituts. 


Sus dem Konigl. Institut fiir experimentelle Therapie zu Frankfurt a. M,, 
Direktor: Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Paul Ehrlich.) 


Der Redaktion zugegangen am 22. Mat 107.) 


in einer im vorigen Jahr erschienenen Arbeit!) war eime 
\nvzahl neuer Desinfektionsmittel beschrieben worden, die auf 
» Reihe von pathogenen bakterien eine eminente Desinfektions- 
ausiben. Es waren darunter solche, die noch in einer 
Verdinnung von tiber einer halben Million Bouillonkulturen von 
Hiphtheriebazilen ino der Entwicklung hemmten. Diese Sub- 
nzen hatten gleichzeilig den Vorzug. praktisch sehr wenig 
zusein, so dab es moéglich war, dem Tierkorper ohne 
Sshaden Dosen einzuverleiben, von denen schon weniger als 
hundertste Teil genigt haben wiirde, die Bakterien in vitro 
Weiterentwicklung zu hemmen, bezw. in 24 Stunden 
abzutoten. Dies reizte natiirlich sehr, auch Desinfektions- 

che im ‘Tierkorper yvorzunehmen, d. h. z. B. mit Diphtherie- 

en intizierte Tiere durch Einspritzung dieser Desintizientia 
desiulizieren, also zu heilen. Merkwiirdigerweise blieb jeder 
aus und es zeigte sich auch, dab, wenn man die be- 
enden Bakterien in Serum statt in Bouillon ziichtete, jene 
uiektionsmittel in ihrer Wirkung auBerordentlich geschwiicht 

on. Wihrend z. B. Tetrachlor-o-biphenol (von Diels) noch in 
Verdtinnung von 1:320000 jede Entwicklung von Diphtherie- 

eh in Bouillonkultur hinderte, entwickelten sich in einer 


Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und Desinfektions- 
von Dr. H. Beehhold und Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Paul Ehr- 
Hiese Zeitschrift, Bd. XLVIL, S. 173—199). 


Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, LIL. 12 
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Serumkultur bei Verdiinnung des genannten Desintizien- 
nur 1: 10000 immer noch vereinzelte Kolonien.!) Man konpte 
nun im Zweifel sein, ob lediglich die viel giinstigeren Lebens. 
bedingungen der Bakterien.in dem dem lebenden Organisiyy). 
enthommenen Serum dies Resultat zur Folge hatten. ode 
chemische bezw. physikalisch-chemische Grtinde dies bedingtey 

Inzwischen ist es mir gelungen, eine Methode auszuarbeitey 
welche die Beantwortung dieser Frage gestattet. 

Auf der Versammlung Deutscher Naturforscher und Ayyi: 
(Stuttgart 1906) berichtete ich, dab es gelingt, Kolloide yop 
ihrem Losungsmittel zu trennen, indem man sie durch Gallertey 
filtriert. Durch Wahl von Gallerten verschiedener ku: 
zentration hat man es in der Hand, mehr oder mide: 
diehte Filter herzustellen. Die ausfiihrliiche Beschrei iu: 
dieser Filter, ihrer Anfertigung, Benutzung und der bisher dam) 
erzielten Resultate wird demniichst in der «Zeitschrift: fiir pli 


/ 


kalische Chemie. erscheinen. Hier will ich nur die Ergebii: 
mittetlen. welche sich auf die Desinfektionsversuehe in Gee 
wart von Serum beziehen. Die erwiihnten Filler @estatten 
niimlich, Serum derart zu filtrieren, dab nur die in der Fliissiekeu! 


gelOsten krystalloiden Stoffe das Filter passieren, withrend oe 
Proteine vollkommen zurtickgehalten werden, 
- 


Ich habe nun vermittelst dieser Methode gepriift, ob \ 
leicht die festen Bestandteile des Serum. das Albumin. & 


bulin usw., das Desinfiziens binden, ob also vieileicht im Serum 
nur veringe Mengen Desinfiziens disponibel sind, so gering, 
dali sie den Bakterien mieht sehaden kénnen. Zu dem Zyweek 
stellte ich Serumlosung her, welche einen Gehalt ven | 


Tetrachlor-o-biphenol enthielt, und filtrierte diese durch ein | 


welches die Eiweibkorper vollkommen zurtickhielt, wile 


es das Tetrachlor-o-biphenol passieren lieb. | Zur Wor 


' Busk (Biochem. Zeitschrift, Bd. 1. S. 424—444) kam bet 
photobiologisehen Studien, unabhingig von uns, zu dem gleich: 
sultat, indem er zeigte, dal’ ein Zusatz von Serum die toxische \\ 
emer grofen Zahl sensibilisierender, wie nicht sensibilisierenc 
schiedenen chemischen Gruppen entnommener Stoffe gegentbe: 


miicien verringert resp. aufhebt. 





\ 
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eine 1° oige Tetrachlor-o-biphenoll6sung vorher durch 


sleiche Filter filtriert. 


Wiisserige Losung des Tetrachlor-o-biphenols, 

| & Tetrachlor-o-biphenol wurde in’ der geringstmog- 
\ienge NaOH gelOst und mit Wasser auf 100 cem_ ver- 
Diese Losung wurde bet Lt Atmosphiire durch ein 5% v 
vy) Filter!) filtriert, die ersten 20 cem Filtrat wieder 


) Trichter zurtiickgegossen und dann dO cem filtriert. Im 


wurde das Tetrachlor-o-biphenol durch HCL gefalit, aus- 


<-hen und getrocknet gewogen. Die oO cem enthielten 


Tetrachlor-o-biphenol statt 0,5 g. Es war somit im 
offenbar durch Absorption im Filter, ein Verlust von 
envetreten. 
hb. Serumlésung des Tetrachlor-o-biphenols. 


| y Tetrachlor-o-biphenol wurde in der geringstmoglichen 
NaOH gelost und mit) Vollserum (Qehsenserum) aul 


Hoom verdiinnt. Diese Losung wurde durch das oben bereits 
ivzte und mit wenig Wasser abgespiilte Filter filtriert. Die 


2) com Filtrat wurden wieder in den Trichter zurtick- 
en. dann 2O cem filtriert. Im Filtrat wurde das ‘Tetra- 
v-biphenol wie oben bestimmt. Die 20 ccm enthielten 


29 ¢ Letrachlor-o-biphenol statt 0,2 ¢@. Es war somit) durch 


ing yon den festen Serumbestandteilen ein Verlust von 


eingetreten. Die Zahl stelit sich vielleicht noch etwas 


er da ja das Filter von der vorherigen wiisserigen Filtration 


elwas ‘Tetrachlor-o-biphenol abgeben mochite. 
ks war somit in dem Serum mit einem Gehalt von 1°/o 


hlor-o-biphenol in Wirklichkeit nur eine 1 °/ooige Losung 


© Desinfektion disponibel. Da nun bei allen Absorptionen 


Aurve derart verliiult, dab bei gleichbleibender Menge des 
rhens und abnehmender Menge der absorbierten Substanz 


vsolute absorbierte Menge zwar ab, die relativ absorbierte 


uber zunimmt. so kann es kommen. dal} bereits in einem 


Diese Zahlen charakterisieren die Filterdy hte: ire Bedeutung 
sehend in genanntem Aufsatz in der Zeitschrift fiir physikalische 
erlautert. 
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[x0 H. Bechhold, Zur «<innern Antisepsis 


Vollserum, welchem 1 : 10000 Desinfiziens zugesetzt ist. jek. 
tisch die gesamte Menge des Desinfiziens vom Serum mil |je- 
schlag belegt ist. Es stimmt dies mit den eingangs gefunder: 
Ergebnissen unserer friiheren Publikation. 

Ob die Bindung als chemische oder nur als physikalisch, 
Adsorption zu bezeichnen ist, mul zuniichst offen bleiben. bj, 
dahingehender Versuch gab keine eindeutigen Resultate. 7) 
definitiven Lésung bediirfte es einer grofen Folge von Vo: 
suchen bei verschiedenen Konzentrationen: die so erzielte Kury 
wiirde Auskunft geben. 

Das aber ist sicher, dab in erster Linie chemische 
physikalisch-chemische Ursachen, niimlich die Bindung 
Desinfiziens durch das Blutserum, die Herabsetzun: 
der Desinfektionswirkung im Organismus bedingt« 
dafi rein biologische Begiinstigung des Bakterienwachs! 


durch bessere Lebensbedingungen, wenn tiberhaupt 
handen, nur eine nebensi&chliche Rolle spielt. 
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Zur Elementaranalyse phosphorhaltiger Eiwei6verbindungen. 
Von 
M. Dennstedt. 


(Mitteilung aus dem chemischen Staatslaboratorium in Hamburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mali 107.) 


ln Heft 1—2 des laufenden Jahrgangs dieser Zeitschrift, 
<1). berichtet A. Erlandsen tiber seine Erfahrungen ber der 
hrennung lecithinartiger Substanzen nach der Methode der 
nfachten Elementaranalyse (Kontaktverfahren). kr kommt 
ei zu dem Resultate, dab sich die Verbrennung nicht derart 
stufen lief, dab bestiindig Sauerstofftibersehuf vorhanden war, 
dab ferner eine phosphorsiurehaltige Kohle hinterblieb, die 
-t ber lanewierigem Gliihen im Sauerstoffstrome nicht voll- 
lig verbrannt wurde, 
Was den ersten Punkt anbetrifft, so verlangt allerdings 
illere Methode (Anleitung vom Jahre 1905), wonach Er- 
i-en gearbeitet hat, zur richtigen Einstellung des Sauer- 
Stroms einige Ubung, benutzt man jedoch die doppelte 
erstoffzuftihrung,!) die jetzt allgemein bevorzuet wird, so ist 
fanz ausgeschlossen, da zu irgend einer Zeit der Ver- 
nnung Sauerstoffmangel eintritt, wenn man sich nur strenge 
der Vorschrift richtet: auf jeden Fall ist es giinzlich iiber- 
iv, wie Erlandsen getan hat, vor und hinter der Platin- 
uzschicht oxydierte Kupferdrahtrollen anzubringen und diese 
kK zu gliihen. 
Zur Vermeidung des zweiten Ubelstandes, d. h. zur Ver- 
hung der zurtickbleibenden Kohle ist Erlandsen zur Ver- 
ling von Bleichromat in Kupferschiffehen zuriickgekehrt. 


at 


S. Anleitune zur vereinfachten Elementaranalyse von M. Denn- 


Hamburg 1906, 2. Auflage, Otto Meissners Verlag 
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Diese Komplikation im Verein mit der Anwendung von Kup) 
oxyddrahtrolien bedeutet nach meiner Meinung einen Riicks«})) 
in der Elementaranalyse und entkleidet die vereinfachte Meth, 
eines groben Teils ihrer Vorziige. 

Wie ich tber die Verwendung des Bleichromats be, 
Klementaranalyse denke, dariiber habe ich mich in m 
Entwicklung der organischen Elementaranalyse » ') deuthic! 
gesprochen, ich habe es damals, und diese Meinung heg: 
heute noch, als barbarisches Verbrennungsmittel bezeichne: 

(ilicklicherweise sind die von Erlandsen vorgeschlac 
Mabnahmen giinzlich iiberfliissig, wenn es auch zutrifft, de 
sich bildende Phosphorsiure Kohle umschiliebt und sie so 
Verbrennuny schtitzt. Unterbricht man die Operation nach sti! 
gehabter Verkohlung, um den Riiekstand mit verdtinnter s; 
siiture zu extrahieren und dann die Verbrennung fortzus: 
so lost sich dabei die Kohle vom Sehiffchen los. sehwimnn 
der Fliissigkeit umher und mu erst durch Filtrieren aut | 
Asbestfilter wieder gesammelt werden: man sieht, es wii 
ein Verfahren noch umstiindlicher, als das von Erlands: 
angegebene. 

Aber der Ubelstand liBt sich sehr einfach vermeiden. \ 
man an Stelle gewohnlicher glasierler Porzellanschitfche: 
vlasierte verwendet, wie ich sie, allerdings aus einem ah 
Grunde, schon in der zweiten Auflage der Anleitung >. 
beschrieben und empfohlen habe. Die bet der Verbrenny 
gebildete Phosphorsiiure wird yon der pordsen Masse des Sc! 
chens aufgesauet, wiihrend die abgeschiedene Kohle zur 
bleibt und nun geniigend mit dem Sauerstoff in) Bertil: 
kommt, um leicht und vollstiindig verbrannt zu werden. Mea 
mal bleibt ein schwiirzlicher Anflug zurtick, er enthiil! 
wie man. sich leicht tiberzeugen kann. so wenig Wolilen- 
dab er das Resultat nicht beeinflubet. 

In dieser einfachen Weise kann man jedoch nur veri 
wenn der Phosphorgehalt einige Prozent nicht tibersteig! 


er grofer, dann mui nach vollstiindiger Verkohlung der Subs'« 


Stuttgart, Ferdinand Enke, 1899. 
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Verbrennung unterbrochen werden. Man nimmt dann das 
fichen heraus, stellt es in eine flache Glasschale mit ebenem 
fen und giebt in diese, mcht in das Sehiffehen. stark ver- 
fe Salzsiiure und erwirmt einige Zeit auf dem Wasserbade. 
liissigkeit dringt von auben nach innen in das Schiffehen, 

die Phosphorsiiure vollstiindig aus, wihrend die Kohle 
in Schiffehen legen bleibt. Man giebt die Siiure ab, wieder- 
das Verfahren einigemale mit reinem Wasser, trocknet das 
muegenommene Sehilfechen ber 120° und sechiebt es dann 
dev in das bis dahin versehlossen gehaltene Verbrennungs- 
und setzt die Verbrennung fort. Die Menge der zurtick- 
iehenen kohle betragt bet phosphorreichen Korpern 0,9—2 °/o. 

Wir haben uns mit verschiedenen Substanzen wie Lecithin, 
cinsiiure, Kephalin, Weizenkleber usw. tberzeugt, dab so 
-tindige Verbrennung eintrité und dab man zu absolut tiber- 
‘immenden Resultaten gelangt. Man braucht daher keinen 





Vorteile aufzugeben, die die vereinfachte Elementaranalyse 
eichnen und die gerade darauf beruhen, dab man auber 
Kontaktsubstanz, Platinblech oder Platinquarz, die zu ver- 
mende Substanz mit nichts anderem in Berthrung bringt. 
Auch bier wiederhole ich, da®B wir immer, sobald jemand 
der Verbrennung soleher Stoffe irgendwie auf Schwierig- 
fen stObt, zu jeder Zeit mit Vergniigen bereit sind, die Analyse 
aitiiven und ich kann hinzufiigen, dab wir, obgleich schon 
Facheenossen von dieser oft gemachten Aufforderung Ge- 
mh gemacht haben, noch mie auf eime Substanz gestoben 

bei der die Methode der vereinfachten EKlementaranalyse 
it hat. 








Beitrag zur Kenntnis der Labwirkung auf Casein. 
Von 


M. van Herwerden. 


Aus dem physiologischen Laboratorium in Utrecht.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1907.) 


Seit. der klassischen Arbeit von Hammarsten!) im Js 
[S77 war der Wee gedfinet zu Untersuchungen, welche 
genauere WKenntnis der durch Einwirkung von Lab auf Gas. 
gebildeten Spaltungsprodukte herbeifiihren konnten. Nachle: 
Hammarsten das Casein in’ reinem Zustande isoliert. lit 
nachdem er auf die Bedeutung der l6slichen Kalksalze 


Koagulationsprozesse hingewiesen hatte. mangelte es nicl! 








Versuchen, die Anderungen des Caseins unter dem Etnfli-se 


des Labenzyms kennen zu lernen. Dennoch gab es so 
tatsichliche Angaben zur Beantwortunge der schon im_ 
IS77) von Hammarsten gestellten Frage: Verursacht 

wirkung eine hydrolytische Spaltung des Caseins ?, dab di 
Forscher?) 22 Jahre spiiter die Worte schrieb: >... und 

hier kOnnte man daran denken, dai das sogenannte Mo!! 
eiwelf nur ein Rest von in L6sung gebliebenem und veriinder! 
Casein, bezw. Paracasein ist... Es ist also recht wohl den 
dali es sich ber der Caseingerinnung nicht um eine hydrolyti- 
Spaltung, sondern um eine intramolekulire Umlagerung 

um irgend welehe andere, noch unbekannte Umwandlung 
Caseins handelt..?) 

Ms ist bekannt. dal ber der Kiéisebildung zwei Proz 
scharf von einander zu trennen sind, die chemische Ande 
des Caseins, vom Lab hervorgerufen, und die Fiillung 
(oder mehrerer) der Spaltungsprodukte durch die anwese 


Kalksalze. Den ersten Prozely sehen wir aueh ohne Gege 


') Nova Acta reg. societat, scient. Upsalensis 1877, 


2) Diese Zeitschrift. Bd. XXVOIL S. 114. 
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es Kalksalzes Im reinen, mit Lab behandelten Casein zustande 
mmen. Lundberg!) zeigte uns, dab beim zweiten Prozesse 
Kalksalze von Strontium- und Baryumsalzen vertreten werden 
nen, eine Beobachtung, welche spiiter von andern Unter- 
ern bestatigt wurde. 

Der als Kalksalz gefallte, unter dem Namen Paracasein 
iunte Eiweibkorper ist noch sehr ungeniigend untersucht 
len. Trotzdem ist es moelich, diese Substanz (welche. wie 
-chen werden, kein einheitlicher K6rper ist) durch bestimmete 
nschatten von dem noch mecht durch Lab verwandelten 

(Casein zu unterscheiden. 

So hat schon Hammarsten?) hingewiesen auf die Un- 
ekeitdes Paracaseins., mit Lab, bei Gegenwart einer Quantitiil 
imsalzes, welche ber Korpertemperatur noch keine Fallung 
rsacht, von neuem Kise zu bilden. 

Laqueur®) erwahnt die Tatsache, dafi fir Paracasein- 

die Faillungsgrenze gegeniiber Ammonitmsulfat miedriger 
als fiir die Alkaliverbindung des Caseins. Im Gegensatz 
Laqueurs Auffassung, der auf Grund yon chemischen und 
‘ikalischen Untersuchungen das Paracasein als Spaltungs- 
ikt des Caseins betrachtet, hatte friher Loewenhart*) 
chen diesen beiden Substanzen nur einen Unterschied physi- 
cher Natur gesehen. Das Paracasein set einfach eine Modi- 
on, welche sieh in anderem kolloidalen Zustande betinde 

on verschiedenen Reagenzien friher gefallt werde. unter 
hen vor allem Calclumechlorid genannt werden mab. 

Als Resultat seiner Elementaranalyse des Paracaseins gibt 
e-Schulze an®): 053.940, H714%0, N 15.14% 0.5 LOL/o 
72% 0 +- Phosphor (Prozentzahl nicht erwahnt 
li Paraeasein, dargestellt dureh wiederholte Losung in 

und Fiillung mit Salzsiture. fand v. Basch): N 1o.5° 0, 


Vide Fuld, Ergebnisse der Physiol. Biochem., Bd. 1, 1902, 5. 4997 
Diese Zeitschrift. Bd. NATIT S. 1038 

Hofmeisters Beitriige. Bd. VIL 1906, 8S. 275 

Diese Zeitschrift. Bd. XLII, 1904, S. 177 

Vide Raudnitz. Ergebn. der Physiol. Biochem.,. Bd. IL, 1903, 3. 2 +4 


Ibid., S. 245. 











Herwerden, 


Pot.3%. Neben dem Kise wird von verschredenen Ant 
ein in Losung gebliebenes Produkt. das sogenannte Moll; 
enweilh. beschrieben. Hammarsten gab schon in seiner « 
erwidlinten Arbeit einige Eigenschatten dieser Substanz an, 
kann sie weder gefallt werden von Sublimat, Ferroeyanwa- 
stotfh, Bleizucker. noch durch Kochen mit verdtinnter Essios% 
dageven gibt sie eme sehr deuthche Fillung mit Tanninessigsi 

Die erste. etwas genauere Untersuchung verdanke: 
Koster.) der nach Abfiitrieren des Kitses (aus reinem 
Hammarsten bererteten Casein dargestellt) das Filtvat 
Zum Wochen erhitzte. um Spuren von in Losang gebliebe 
Kise zu entfernen. Nach Eindampfen des neuen Fill 
wurde das Molkenemverb mit 96°,o1gem Alkohol gefillt. 1 
Losen in Wasser und nachtragliche Fitllang mit Alkohol \y 
das Praparat von den letzten Kiiseresten gereinigt. Diesc s 
stanz gab nach dem Referat von Hammarsten (die urspi 
liche Mittellung war mir nicht zugiineglich) alle >» Pepto 
tionen . unterschied sich aber vom »Pepton« durch den 
fallend medrigen Stickstoffgehalt (13.1—13.9% 0). Auch aus 
mit Lab ohne Zuftigen von Caleiumehtorid behandelten 
hat KOster diese Substanz tsolieren kénnen, nachdem er 
Paracasein durch [ssigsiiture g@efillt hatte. 

Kine neue Kigenschaft dieses wenig schart defini 
Korpers hat uns Mtiller*) gezeigt. namlich dab er erst 
DSS oiger Sitthigung mit Ammontumsulfat gefallt wird, 
Kicensehatt, welche uns die Verscliebung der Fidlungse 
nach der EKinwirkung des Labenzyms auf das) Caseinalk 
deutlich macht. Wahrend die letztere Losung schon ber 56 
Siittigung vollkommen gefaillt wird. findet man, sobald dur 
Kinflub des Labenzyms die neue Fraktion hinza kommt, 
erst bel SS° oiger Siittigung im Filtrate keine Eiweilbk 
mehr nachzuwelsen sind, 

Kinen ebenfalls iiberzeugenden Beweis. fiir das 1 
kommen einer neuen Substanz nach der Labwirkung hat Se! 

Upsala Likare forening Forhandlingar, Bd. XL. Vide fe 


marsten, Jahresber. f, Tierehemie, Bd. XI, 1881. 
Arch. f. Hygiene, Bd. XLIV, 1902. 
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Beitrag zur Kenntnis der Labwirkung aut Casein [S87 
een?) neuerdings gegeben. Nachdem dieser Untersucher 
ft hatte. dab Casein und Paracasein beide dureh rohes 
dtiges Kochsalz vollkommen gefallt werden, vermochte 


schzuwelsen, dali nur nach Zusatz des Labenzvms das 


eat dieser Fallung noch emen deutlhcehen Niederschlag mit 


Vatrinmehtorid gesittigter Essigsiture gab. In emer spiiteren 
kation zeigte derselbe Forscher.?) dali die Bildung des 
enenveibes @anz unabhiingig ist von der Berettungsweise 
Caseins und deswegen nicht als Betmischung. sondern als 
nesprodukt betrachtet: werden mu, 
lhe Stelle. welche dies Molkeneiwetb. das sich nach den 
ingen der verschiedenen Autoren mehr durch negative 
rch positive Eigenschatten unterscheidet, im System der 
kOrper cinnimme, ist nur auberst mangelhaft angedeutet. 
Auber dem Molkeneiweth sollte eine Spur der Paracasein- 
miverbindung in Losune bleiben. Die Beobachtung, dab 
roil des Paracaseins loslich sei im UberschuB von Caleium- 


id. fiihrte zur Annahme. dali die in der LOsung nebst dem 


Wk e 


konemvell befindiche Substanz., welche in Gegensatz zum 


ren beim Erhitzen koagulierte, identisch ser mit dem Para- 
Es wurde die Moglichkeit thersehen, dab nebst dem 
casein und dem Motkeneiweih noch em anderer Korper 
nter dem Einflusse des Labenzyms entwickeln konnte. 

Petry) hat neulich die Genese einer mit Paracasein ver- 
len Substanz beschrieben, welehe wohl von verdiinnter 

siure, aber nicht von Caletumchlorid gefallt) wird. 

Meine Untersuchung fiihrte, unabhangig von Petry, zu 
iselben Resullat. Aus dem Folgenden wird sich ergeben, 
es diese Substanz ist. welche neben dem Moikeneiweifs in 
“sung nachgewlesen werden kann. 

Wahrend Petry das Moikeneiweib als eine sekundire 
mmose betrachtet, hat er daneben durch Labwirkung schon 


1 2% Stunden in bedeutender Quantitait eine primidre Albu- 
vefunden, welche er, was die Beziehung zi Ammonium- 
Festschrift f. Hammarsten,. 1906, S. 15. 


llofmeisters Beitriige, Bd. IX. Heft 8S—11l. 1907. S. 322. 


Hofmeisters Beitriige. Bd. VIET 1906, S. 339. 
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sulfat betrifft, in Ubereinstimmung bringt mit den Caseine) 
Alexander!) bet peptischer Spaltung von Casein gefunde: 

leh beabsichtigte, mit meimer eigenen Untersuchung ej; 
mit einander in) Widerspruch stehende Befunde der ver: 
denen Untersucher zu prifen und einen klaren  Einblick 
die Natur der Spaltungsprodukte zu bekommen, welche 
nach kurzer oder langdauernder Etnwirkung des Labeny 
ber schwach saurer oder neutraler Reaktion entwickeln. & 
hier bemerke ich, dati meine Erwartung, Isolierte  Spaltias 
produkte zu erlangen, deren) Elementaranalyse zu gens 
Kenntnis derselben beitragen witirde,  emeeschriink! 
durch die Beobachtung, dal die Enzymwirkung kontiniwes 
fortschreitet, in der Weise, dab aus den Spaltungsprod 
wieder andere von geindertem Bau gebildet werden. |b 
Beschrembune meiner Untersuchungsmethoden werde ic! 
Tatsache naher hervorheben. 

Das von mir benutzte Casein wurde ausschlieblic! 
frischerabgerahmter Miehnach derfHammarstenschen Me! 
bereitel. Sowell dies mecht in loco erwéhnt ist, wurd 
verschiedenen Versuche angestellt mit) einer 3- bis 9° ig 
(Casemmlosung in verdtinnter Natronlauge bet schwach = <:. j : 
Reaktion. Ber Kingerem Verbleiben auf Korpertemperatu 
Thymol der Losung zugesetzt. 

Als Knzayvm bediente ich mich sowohl des Labs 
stremsel van Hasselt») als des Pepsins, nach der Method 
Pekelharing?) aus der Magenschleimhaut des Schweins |: 
Dieses letztere Enzvim wurde nach Losung in 0.2°)o1ger Salz 
und nachtradglcher Neutralisation mit sehr verdiinnter Na 
lanwe der auf 38° bis 40° erwirmten Caseimlosung zuge-¢ 
Is stellte sich heraus. dali die Wirkune dieser beiden Subs! 
qualitativ. voillkommen identisch war: auch bei langda 
Kinwirkungy des neutralisierten Pepsins waren die Sp: 


produkte dieselben, welche auch vom Handelslab hervorg: 





wurden, 
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l-h gebe eme kurze Beschreibung der von mir. ver- 
feten Methode beim Versuche, die Spaltungsprodukte zu 
en. welche durch den Einflub von Lab oder Pepsin aut 
entstehen. 
Zuerst wurde der Einflub von neutralisiertem Pepsin bei 
kurz dauernder Eimwirkune auf Casein nach Hinzuftiguneg 
alclumehtorid gepruft. ks wurdeVorsorge getrotfen, die knzym- 
ne, welche innerhalb | bis2 Minuten Koagulation verursacht 
durch Abkithlen und schnelles) Filtrieren so bald wie 
lh zu hemmen. Durch ein zuvor bereitetes Sauetilter aus 
nmengeprebter Paplerpappe wurde innerhalb einiger Minuten 
ires Filtrat erlangt. das fraktiomiert gefallt wurde durch 
nd 60° oige Séttigung mit) Ammoniumsulfat. Die @anze 
dlung war in weniger als 10 Minuten abgelaufen. Das 
 oiger Sattigung gebildete Priazipitat kam nach 2 ¢stiindiger 
seven Aqua destillata nicht zur Losung. wohl aber 
Zusatz von Alkali bet neutraler Reaktion. Verdiinnte 
“ire verursachte eine Fiallung, Calciumehlorid aber nicht. 
jiiiitativer Untersuchung ergab sich diese Fraktion als 
horhalig (Neumannsehe Methode). Die ber 60° ciger 
“ung mt Ammoniumsulfat gefillte Fraktion lOste sich im 
alz zur erstgenannten im Dialysator vollkommen, ohne 
rundieren. Diese Fraktion konnte weder von Essig- 
noch von Calciumehlorid gefallt werden: sie zeigte 
ens die metsten Eiweibreaktionen. Charakteristisch ist 
is Ausbleibeneiner Fiillung mitFerrocvanwasser- 
withrend sich mit Tanninessigsiiure ein Niederschlag 
weleher bet Erwirmung verschwindet und bet 
hlung zurickkehrt. Mit Natriumehlorid und Essigsiiure 
on von Hevnsius) bildet sich eime geringe Fiillung, die 
sdrmung fortbesteht. 
Niese letztere Substanz stimmt, was thre Eigenschatten 
iiberein mit dem MolkeneiweiB der verschiedenen Autoren, 
Vergleich mit) andern Spaltungsprodukten des Caseins 
eich sie vorliiufig Substanz C zu nennen. Spiitere Ver- 
echrten nur, dai sie auch schon teilweise in) der bet 


er Sittigung mit Ammoniumsulfat gebildeten Fraktion 
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gefunden wird, und erst von der oben erwiihnten Subs! 
vollstiindig zu trennen ist durch thre Unfalngkeit, von verdiingt, 







ssigsiture gefallt zu werden. 
Wenn man im Gegensatz zu dem iiberst schnellen \ 






gang, ber welchem versucht wurde, jede Digestion auszuschiie 























die Erwirmung auf Korpertemperatur wihrend drei Stunde. 
fortsetzt, ist es nicht méglich, eine merkbare Ander: 
In der Natur der Spaltungsprodukte hervorzuri 
Dasselbe gilt fiir die Einwirkung von Lab. Wird aber wiihre 
sehr langer Zeit die Fliissigkeit dem = Einflusse des) Enzyins 
awusvesetzl, so kann, wie sich aus meinen spiteren Versucl: 
ergeben wird. der Charakter der entwickelten Produkt: 
wesentheh dndern. 

Nach Einwirkung von Lab auf eine schwach 
reagierende Natriumecaseinlosunge ohne Zuliigunge von Ca! 
kann man, wie bekannt. das Paracasein durch verdinpte 
siiure austillen, wiihrend das Molkenetweib in Losung | 
iigt man Essigsiiure hinzu, bis das Filtrat nicht) mel 
lFerrocvanwasserstoll reagiert, soist man bereehtigt, anzuneline 
dab letzteres grdftenteils (fails nicht vollkommen) von 
casein befreit ist. Lost man jetzt diese Paracaseinfallung in 
diinnter Natronlauge bet schwach saurer Reaktion, und fallt icv 
triiglich mit einem Uberschuf von Galciumehlorid, so ste 
heraus, dab im Filtrat mit verdtinnter Essigsaure 
ein feinflockiges Priizipitat gebildet wird. Auch die su 
stanz ©. welche. wie gesagt. nicht von Essigsiiure gefall 
ist im Filtrat nachzuweisen. Bei zweil- und dreimaliger balun 
mit Caleiumehlorid) k6nnen jedesmal im Filtrat dies 
Spaltungsprodukte gefunden werden. Dab der bet der prin 
Killing mit Essigsiiure erlanete Niederschlag kein einheit!! 
Korper ist, ergab sich also aus der Tatsache. dab er! 
einer mit’ Caleimehlorid fillbaren Substanz (Paracas: 
eine andere enthiilt. welehe wohl von verdiinnter Essiz 
dagegen nicht von Caleiumehlorid priizipitiert wird 
casein bb). 

Ks gelang mir, in der oben beschriebenen Weise 


Produkte cinigermaben von einander zu trennen, obgleic! 
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ortschreitenden Spaltung von einer wirklichen tsolation 
, nicht die Rede sei konnte. Die Voraussetzung, dal 
asein B nichts anderes sein wiirde als ein im Uberschut} 
Caleiamehtlorid) l6stiches Paracasein A, kann durch die 
whtung widerlegt werden, dah erstens das mogtichst 
nigie Paracasein A nicht loslich ist im Uberschub von 
ouchiorid und zweitens Paracasein Bin sehr konzentrierter 
absolut nicht von diesem Kalksalz gefillt werden kann. 
haben also hier eine Substanz kennen g@elernt. welehe 
lurch eine bestimmte Eigenschaft von dem in der Literatur 
nten Paracasein unterscheidet.. Bemerkenswert ist) nun 
itsache, dab bei wiederholter Losunge des Paracaseins A 
‘rronlauge und nachtriglcher Kallang mit’ Caleiumehtorid 
| dieses Paracasein Bb als’ die obenerwiihnte Substanz € 
trate nachzuweisen sind, in einer Quantitiit, welche 
yoman den Verlust in betracht zieht. der wegen der Schwer- 
eitderCaletumyerbindung unvermeidlich ist) nichtimerkbar 
mit. Im Gegenteil steht man nicht selten. dali in der 
en Fraktion die Reaktion mit Tanninessigsiiure betriicht- 
ist als in der ersteren. Weil hier von Verunreinigung 
ie hede sein kann, mochte ichschheben, dab der Spaltungs- 
, durch das Labenzyin eingeleiet, auch nach der Prazipi- 
tinit Essigsiture fortschreitet, ohne dab aber der Charakter 
Spaltungsprodukte sich merkbar verindert. leh konnte also 
\ussprauch Petrys?!) bestitigen: «Die Molkeneiweibbildung 
nicht im Momente der Paracaseinbildung stehen, sondern 
let tiber diesen hinaus kontinulerlich wetter. 
in Kemer dieser Fraktionen befanden sich primiire Albu- 
wie ste von Alexander?) bei peptischer Digestion des 
us beschrieben sind. 
Schreitet, wie ich es mir vorstelle, die Spaltung konti- 
ih fort, so wird das Priparat Paracasein A. welches 
eh dremalige Fiillung mit Calciumehtorid erhalten. nieht 
timen befreit sein’ von Paraeasein Bound Substanz €, 
wenn man moglichst rasch das Priizipitat der Calcium- 
Hofmeisters Beitriige, Bd. VIL S. 343. 


Diese Zeitsehrift. Bd. NNV. LS. 
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verbindung mit Alkohol behandelt. ergibt sich spiiter, da! 


vollkommen getrocknete Paracasein A bel nachtrs 







































lichem Loosen in verdiinnter Natronlauge wieder | 
Kleines Quantum der genannten Spaltungsprody 
eimmgeschlossen halt. 

Nachdricklich bemerke ich, dab dies nachgewlesen \ 
ohne Zuliigung von neuem Lab. Sehmidt Nielsen! 
niimlich in ciner jingst nach Abschlub meiner Arbert ersehier: 
Publikation eme Spaltung des Paracaseins nach Zusatz 
Lith beschrieben. Dieses Paracasein. das durch Essigsiiurefii! 
nach Labwirkung auf Casein hergestellt wurde. und also « 
Mischung sein mus von unserem Paracasein A und BL soll 
Schmidt Nielsen unter dem Einflusse einer dem = Chivn 
anhattenden Protease weiter gespalten werden. Dab tatsii 
die Molkenemweibitraktion sich auf Kosten des Paracaseins 
mehrt, wird aus meinen linger fortgesetzlen Verdauungspro! 
hervorgehen. 

In der Absicht. den Verlauf des Spaltungsprozesses 
lanedauernder Labwirkune zu studieren, wurde eine 5 
Caseinlosung ber sehr schwach saurer Reaktion. ohne Z 
von Caleiumehlorid, mit’ Lab auf Korpertemperatur ervwii 
Nach #8 Stunden hatte die ursprtinglich schwach opalesciere 
Iliissigkeit) ein milehéihnliches Aussehen. Zwet Tage. s 
war ein Sediment nachzuwetsen, das erst bet alkalischer 
tion lOsheh war ound nicht mehr gefallt wurde von Cal 
chlorid, dagegen wohl von verdtinnter Essigsiure. Aube 
befand sich im Filtrat eine Substanz. die. was die Reakt 
angeht, tibereinstimmt mit Substanz (. in gréberer Qua 
als sie bert momentaner Labwirkung zu erhalten war. Dar 
hatte sich eine primiére Albumose gebildet, was zu 
kennen war an der Fallung mit Natriumehtlorid und Essig 
Reaktion von Heynsius) und Loshchkeit beim nachtrag 
Krhitzen. Erwiirmt man dieselbe Caseimlosung wahrend 
Monaten auf Korpertemperatur, so hat die Fraktion de 


miiren Albumose bedeutend zugenommen: auch Subst 


Hofmeisters Beitriige, Bd. IX, Heft 8—1I1, 1907. 
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<! in groberer Quantitat gebildet, wiithrend das nur bei alka- 
her Reaktion sich lOsende Sediment allmiihlich an Umfang 
vvenommen hat. Aus dem Gemische von Substunz ( und 
Jirer Albumose kann man die letztere durch 40° o1ge 
Sitiigung mit Ammoniumsulfat vollkommen entfernen. Es ge- 
dann, im Filtrate die Substanz C mit Tanninessigsdure 
nachzuwelsen, 

Die Uberlegung, daly méglicherweise eine Verunreinigung 
es Handelslabs mit einem proteolytischen Nebenfermente die 
Vysache sein konnte yon der Entwicklung einer primidiren Albu- 

-¢ bet langdauernder Labwirkung, fiihrte mich zu dem fol- 
len Versueh: Eine ungefiihr 5°/oige Caseinl6sung wurde 
Lab bet neutraler Reaktion gegentiber Lackmus wahrend 
1) Tagen auf Korpertemperatur erwirmt und gleichzeitig als 
irollprobe Mettsche Rohrehen in aqua destillata mit einer 
chgrofen Labkonzentration gebracht. Was die urspriing- 

Caseinlosung betrifft, zeigte diese nach 14 Tagen nicht 

r eine neutrale, sondern eine amphotere Reaktion, Die 
innten Spaltungsprodukte hatten sich gebildet: auch pri- 
e Albumose in geringer Menge. Diese letztere war eben- 
~ deuthich nachzuweisen in der neutralen, wiisserigen LOsung 
\lettschen Roéhrehen, an welchen eine jiuberst geringe 
rdauung stattgefunden hatte. Das Handelslab ist also im- 
nde, bet emer gegentiber Lackmus neutralen Reaktion bet 
duuerndem Eintlufi auf Hiihnereiweib proteolytisch zu wirken. 

Zur Beantwortung der Frage, ob eine Caseinlosung, welche 

mit Phenolphthalein schwach rot farbt, einer Labwirkung 

einglich sel wurde bei dieser Reaktion nach Zusatz von 
Ca clumehlorid eine Caseinlosung mit Lab auf KOrpertemperatur 
umt. Bemerkenswert ist die Tatsache, dal. sobald Cal- 
chlorid) zugesetzt ist, die Reaktion wieder sauer gegen- 

Phenolphthalein wird. Hat man die Fliissigkeit’ wieder 

ralisiert, so trifft man sie regelmébig nach 2% Stunden 
neuem sauer gegentiber Phenolphthalein, oft noch alkalisch 
neutral gegeniiber Lackmus. Bei diesem Versuch hatte 
hach emigen Tagen ein Sediment abgesetzt, das aber 
it den eigentiimlichen Charakter des Kises vermissen 


e-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL. 13 














194 M. van Herwerden, 









lief. Auch die Substanz C war nachzuwelsen, was aber. wie s; 
spiiter ergeben wird, kein Beweis zu sein braucht. dal) tat. 





suichlich Labwirkung stattgefunden hat. Von primaéren Aj})- 








mosen war nichts zu entdecken. 

Setzt man zu Milch soviel Alkali hinzu, dab sie sic 
schwach rot firbt mit Phenolphthalein, so sieht man auch fie, 
wiithrend der Labwirkung die Reaktion sich nach der sauery 
Seite verschieben, bis schlieBlich Koagulation stattfindet, withrend 
die Reaktion neutral oder noeh sehwach alkalisch ist Lacks 
gegeniiber. Bei Uberschuf von Alkali bleibt die Koagulation 
vollkommen aus. In den niichstfolgenden Seiten gehe 
eine kurze Beschreibung der unter dem Namen Paracisein | 
Paracasein Bound Substanz C erwaihnten Spaltungsprodukte 


Paracasein A. 

Wie gesagt ist diese Substanz kein rein dargestellter Korpe: 
Nach Labbehandlung der Caseinlosung und nachtriglicher « 
maliger Fiidlluang mit verdtinnter Essigsiure und dreimaliger y 
Calciumehlorid wurde eine Paracaseinkalkverbindung hergeste!!! 
welche infolge der fortdauernden Spaltung noch kleme Quen! 
tiiten von Paracasein B und Substanz C eingeschlossen [4 
Dal dies tatsiichlich der Fall ist. geht, wie ich schon Seite {01 
bemerkte, hervor aus der Beobachtung, dafv naeh Loser ces 
eeltrockneten Paracaseinkalkes A in Alkali bei neutraler Reaktor 
und weiterer Behandlung die beiden genannten Substanze: 
wieder hervortreten. Weil die L6sung des Paracaseinkalkes A 
als solche nicht geféllt wird von Tanninessigsiiure, konnte 1 
zu dem Schlusse neigen, dali die Substanz C abwesend sei. |): 
dieser SchluBb aber nicht berechtigt ist und dab nur der lt ber- 
schul von Paracasein die Tanninverbindung in Losung 
wird deutlich, wenn man eine Paracaseinalkalil6sung zu 
verdiinnten Losung von Substanz C bringt, welche zuvor ein- 
wandsfrer mit Tanninessigsiiure reagierte. Nach Zusatz 
diesem Paracasein bleibt nimlich eine Fiillung vollkommen ‘i- 
Kine Analogie sehen wir bet der mit Lab versetzten Cu- 
losung, welche keine Reaktion mit Tanninessigsiiure gibt, 0) 


gleich sie Substanz C eingesehlossen hilt. 
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Die genannte Verunreinigung unseres Paracaseinpriiparates 
erklirt auch die verschiedenen Resultate der Elementaranalyse, 
welche ich aus diesem Grunde nicht fortgesetzt habe. Para- 
cuseincalcium wird beim Erhitzen stark opalescierend, bei Ab- 
kihlung wieder klar, eine Eigenschaft, welche allen Erdalki- 
verbindungen des Caseins und des Paracaseins gemeinsam ist 
und nach Laqueur und Sackur!) der Priizipitation des 
Casein- (resp. Paracasein-|Hydrosols bei zunehmender Hydrolyse 

yverdanken. Ist. 

Die Alkaliverbindungen des Paracaseins opalescieren nicht 
beim Erhitzen, ebenso wenig wie diejenigen des reinen Caseins. 
Paracaseinkalk, bel neutraler Reaktion in Alkali gelést, gibt 
die vewOhnlichen Eiweibreaktionen (ich verweise auf die Tabelle 
Seite 205). Es wird vollkommen ausgefiillt von Magnesium- 
sullat bet totaler Séttigung. Dasselbe gilt von kalkhaltigem 
Vatriumehlorid, 

Die Frage, ob Paracasein nicht gefillt wird von kalk- 
'reiem Kochsalz, ist, wie sich versteht, nicht beim Versuche 
mil der Paracaseinkalkverbindung zu l6sen. An einem Priiparat, 

aus einem Gemische von Paracasein A und B gebildet war 
und isoliert wurde dureh wiederholte Fallung mit Essigsiiure 
e Zusatz von Calciumehlorid, ergab sich aber. dab iiberein- 
stinend mit der Sch midt-Nielsenschen?) Mitteilung kalkfreies 
Chlornatrium nicht hinreicht, diese Verbindung zu priizipitieren. 

Die Fallungsegrenze gegentiber Ammoniumsulfat liegt fiir 
“racasein A medriger als fiir das Casein. In einer ungefihr 
2’ igen Caseinl6sung verursacht 15° o1ge Sattigung mit Am- 
moniumsulfat nur Opalescenz, wahrend nach der Labwirkung 
hon direkt eine geringe Fiillung auftritt. Ber 30°/oiger Sittigung 

das Paraeasein A volikommen gefiillt. 

lh halte es fiir wenig angezeigt, wie es in letzterer Zeit 

lerholt geschah, diese Fiillungsgrenze schirter abzugrenzen. 
meiner eigenen Untersuchung bemerkte ich namilich, wie 
die Konzentration der Losung, die Temperatur, die Gegen- 
von anderen Salzen und vielleicht noch andere mir un- 
Hofmeisters Beitrage. Bd. TI, 1902, 5. 193. 
Hofmeisters Beitriige, Bd. IX, Heft 8—11. S. 311. 
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bekannte Faktoren kleine Anderungen in diesem Verhiiltnis 
gesiittigten Salzldsungen gegentiber herbeifiihren kOnnen. 

Dus mOglichst gereinigte Priparat Paracasein A ist pios- 
phorhaltig. Quantitative Besttmmungen nach der Neumannesclen 
Methode gaben, wie zu erwarten war, keine eipheitlichen [e- 
sultate. Der Phosphorgehalt blieb in drei bestimmungen unter 
dem Wert von 0.2°/o. wiihrend aus den Elementaranalyse 
des Caseins von Hammarsten, Laqueur-Sackur, Chit- 
tenden-Painter!) hervorgeht, dah diese letztere Substanz 
einen’ Phosphorgehalt von O,8°/o0 hat. 

Zusammentassend moédchte ich die folgenden Kennzeichen 
aufzihlen, durch welche Paracasein A sich von Casein unter- 
scheidet: 

1. Lésliche Kalksalze, welche bei Gasein erst im = Uber- 
schuls angewendet, eine Fiillung geben, verursachen ine ye 
Losung von Paracasein A sogleich einen kiiseartigen Niede 
schlag, welcher, was die Konsistenz betrifft, durchaus abwe 
von dem feintlockigen Priizipitat der Caseinkalkverbindung 

2. Die Fiillungsgrenze gegeniiber Ammoniumsulfs! 
niedriger als diejenige des Caseins. 

53. Der Phosphorgehalt des Paracaseins ist geringer. \v 
ist noch die Moehchkeit zu erwiigen, dal dieser Gehat 
Phosphor Verunreinigung mit anderen phosphorhaltigen > 
tungsprodukten zuzuschreiben ist, wihrend das absolut 1 


Paracaseins A phosphorfrei sein’ kénute. 


Paracasein Bb. 

Diese Substanz bekommt man durch Behandlung 
Filtrates des mit Calciumehlorid gefiillten Paracaseins .\ 
verdinnter Essigsiiure. Der fernflockige Niederschlag ist 
nach wiederholtem Auswaschen mit destilliertem Wasser 
vollkommen von Substanz C zu trennen. Auch hier er 
sich der Phosphorgehalt als ein inkonstanter, ebenso w! 
Paracasein A, weniger als 0.2°%/o. Dieses Paraeasein b, wi 
nicht eine Albumosereaktion zeigte, stimmt, was die mi: 
CeCSU 


Kiweifreaktionen und sein Verhiiltnis gegentiber g 


Vide Raudnitz, l. ec. S. 232. 
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Salzlésungen betrifft, mit Paracasein A tiberein (ich verweise 
die Tabelle Seite 205), unterscheidet sich hauptsiichlich von 
dieser letzteren Substanz durch seine Unfiihigkeit, von Caleium- 
Wiorid gefallt zu werden. Ebenso wie Paracasein A ist Para- 
casein Bo in’ Wasser unloslich. Es kommt mir vor, dal diese 
Substanz identisch ist mit dem von Petry beschriebenen 
Spallungsprodukte des Caseins, welches wohl von verdiinnter 
hssivsiiure, nicht aber von Calciumehlorid priizipitiert wird. Die 
Vittellung, dab Sublimat keine Féllung verursacht, konnte ich 
cht bestétigen, dagegen vermibte ich die Schwetelbleireaktion, 
che ber Paracasein A deutlich nachzuweisen ist. Die Gegen- 

| yon Paracasein B unter den durch Labwirkung aus Casein 
entwickelten Spaltungsprodukten gibt uns Aufkliirung tiber die 
Natur der Substanz, welche neben dem Molkeneiweils bei der 
Kiisebildung in der LOsung wiederholt beschrieben und als ein 
Losung gebliebener Teil des Kiises betrachtet worden. ist. 
Ioueren wir diese Substanz, welche in éuberst geringer Quan- 
vebildet wird, so ergibt sich, dal auch diese nicht von 
Calciumehlorid. wohl aber von verdiinnter Essigsiiure gefillt 
und ebenfalls wie das oben beschriebene Paracasein B 


-phorhaltig ist (Seite 189). 


Substanz €. 


(im diese Substanz moelichst gut zu isolieren, war es 
nvezelgt, die Fiillung mit verdiinnter Essigsiiure diuberst vor- 
iv vorzunehmen, in der Weise, dafii das Filtrat nicht mehr 
lerrocvanwasserstolf reagierte, ein Kriterium, dab nicht 
Teil des Paracaseins sich wieder gelést) hatte oder un- 
genligend priizipitiert war. Nach 60° oiger Sittigung mit Am- 
niumsulfat wurde die Substanz C geféllt, welche, wie gesagt, 
durch eine positive Eigenschaft (namlich durch die Fillung 
lanninessigsiure), daneben durch einzelne negative | Tabelle 
Seiie 205). sich von dem oben erwiéhnten Eiweibkorper unter- 
det. Der abfiltrierte Niederschlag wurde zwischen Filtrier- 

er ausgeprebt und nachtraglich mit 85° o1gem Aikohol ge- 
wober er sich J6ste und beim Abkiihlen wieder aus- 

. Dureh wiederholten Zusatz von frischem Alkohol ge- 
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lang es. diese Substanz gr6ftenteils von Ammoniumsulfat 7) 
i 





reinigen., 
Im Vergleich mit Paracasein A und B bildet die Substanz € 
nur eine auberst geringe Fraktion der Spaltungsprodukte. [je- 







merkenswert ist die Tatsache, dal) sie im ersten Filtrat dep 
Essigsiiurefiillung (vide Seite 191) in kleinerer Quantitét ayf- 






tritt als in den spiiteren Fraktionen nach Isolation des Para- 





easeins A und b&b. Im Gegensatz zu den oben erwiihnten Pro- 






























dukten ist die frisch bereitete Substanz € in Wasser l6stich: 











nach langdauerndem Verbleiben unter Alkohol verliert sie dies. 
Kihigkeit. Die Sehwierigkeiten, welche ber der Aussalziune 
mit Ammoniumsulfat einer eventuellen Stickstoffbestimmune 


} 


im Wege stehen. wiiren zu vermeiden durch Aussalzen mittels 
Siittigung mit Kaliamoxalat bei einer Temperatur von 33° und 
nachtriighcher Entfernung des Oxalates durch Zusatz von Cal- 
clumchlorid) zum siedenden Alkohol. in welehem = die. gets 
Substanz gel6st wird. Weegen der schon erwihnten Lahilita 
der verschiedenen Spaltungsprodukte wurde eine Elementir- 
analyse aber vorliiulig als wertlos betrachtet. Es  stellite - 
heraus, daBb auch die Substanz C phosphorhaltig ist im = Gegen- 
satz zu der Behauptung von v. Basch,!) welcher das Molken- 
elwelh, das in seinen tbrigen Eigenschaften mit meiner Su 
stanz ( vollig identisch ist, phosphortrei gefunden hat. 

Die bereits von andern Untersuchern hervorgehober 
Frage, ob das Casein als soleches, bevor es der Labwirkung 
ausgesetzt wird, eine einheitliche Substanz sei, fiihrte mic’ 
zueoweiteren Versuchen. Es galt nimlich, festzustellen, 
vielleicht schon das nach Hammarsten bereitete Casen 
oben erwiihnte Substanz CG entweder als Verunreinigung oer 
als abgespaltetes Fragment eingeschlossen. hiitte, die Substu 
welche sich naeh momentaner Labwirkung in deutlich nach- 
weisbarer Quantitiit in der L6sung vorfindet. Wenn man 
Losung der Substanz C mit Casein zusammenmischt, so lis 
kiert das Casein die bekannte Reaktion mit Tanninessigsiil' 
in dihnlicher Weise, als wir dies bei der Paracaseinalkalilosiiz 


‘') Vide Raudnitz, Ergebnisse der Physiol., Bd. II, 1905, > 





las Casein vollkommen mit verdtinnter Essigsiiure zu fiillen, 
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hachtet haben (Seite 194%). In einer L6sung von Casein 
Substanz C also nicht zu erkennen. Nur wenn es gelingt, 


ro es moglich, im Filtrate eine eventuell anwesende Sub- 


fanz CG zu finden. Ein kleiner Uberschufi von Essigsiiure, 


‘her einen Teil des Caseins in LOsung hilt. wiirde imstande 
die Féllung mit Tanninessigsiure zu verhindern, auch bei 
cenwart von Substanz €. 
Tatsiieblich gelang es, bet auberst vorsichtiger Fillung 
Kssigsiiure im klaren Filtrate mit Tanninessigsiiure eine 
iche Opalescenz zu erlangen, welche beim Erhitzen 
kommen verschwand und bet Abkiihlung wieder- 


y? 


te. Es wurde die Moglichkeit erwogen, dab eine Spur 


ies Caseins, welche der Prizipitation mit) Essigsiture ent- 


ven sein ko6nnte, im klaren Filtrate die Reaktion mit ‘Pannin- 
jesiiure bewirkte. Es. stellte sich aber heraus, da in 
erst verdtinnter CaseinlOsung durch Tanninessigsiure keine 
Erhitzen verschwindende Opalescenz zu erzeugen war, 
lieser Tatsache geht hervor, dab das nach Hammarsten 
eifete, viermal getaillte Casein in schwach saurer oder neu- 
er LOsung nach Fillung mit verdtinnter Essigsiure in mini- 
er Quantitit) eine Substanz eimschliebt, welche, was ihre 
uschatten betrifft. tibereinstimmt mit Substanz €, 
Die bekannte Beobachtung, dab Casein bet 40° oiger 
figung mit Ammoniumsulfat total gefallt wird, braucht diesen 


elind nicht zu widerlegen, denn es ist sehr wohl moglich, 


a. 


die sehr geringfiigige Menge von Substanz C bei der 
ng des Caseins milgerissen wird (wie wir bemerkten, wird 
Substanz € zwischen 20- und 60° olger Siattigung mit’ Am- 
niumsulfat gefallt). Tatsachlich sehen wir, dab im Filtrate 
ber 40° oiger Sittigung mit Ammoniumsulfat prazipitierten 
ostanz jede Opalescenz mit Tanninessigsiiture ausbleibt. Dab 
‘ce Gegenwart des Ammoniumsulfates als solche die Aus- 

’ der Tanninverbindung verhindert, geht gentiigend aus 
Seite 189 beschriebenen Versuchen hervor. 

Kbenso wenig gelung es. im Filtrate des nach Sattigung 


vulkhaltigem Kochsalz vollkommen gefillten Caseins noch 
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die Substanz C nachzuweisen. Auch in diesem letzteren Fal] wa; 
wahrscheinlich die in d@uberst geringer Menge anwesende S))})- 
stanz bei der Fillung mitgerissen worden. 

Zur Feststellung, ob hier eine Verunreinigung des Casejy)- 
vorlag, wurde dieser Eiweibkérper bis siebenmal mit) yer- 
diinnter Essigsiiure gefiillt. Auch das siebenmal prizipitierte 


Casein, bei schwach saurer Reaktion in Alkali gelOst, zejc' 
wiederum denselben Befund., 
Ks liegt auf der Hand, anzunehmen, dai auch oline [al- 


wirkung in diuberst geringer Quantitiit: eine leicht abspalihare 
Substanz, die noch den Charakter eines Eiweibkorpers  tyriigt, 
sich vom Caseinmolektil zu losen vermag. ohne dah dies Molekii 
tief emereifenden Veriinderungen ausgesetzt zu sein bra 

Sobald das Labenzym seinen Einflub auf das Caseinmo/ekii 


geltend macht, wiirde dieses Fragment in groberer Quant 
abgetrennt werden. 
Im Zusammenhang mit dieser Spaltung des Caseins « 


Zusatz von Lab konnte auch die Verschiebung der Reakii 
nach der sauern Seite stehen, wenn man eine neutral gege: 
liber Lackmus oder schwach alkalisch gegentiber Phenolphthal: 
reagierende Losung wiihrend einiger Zeit aul KOorpertempe 
erwiirmt. Sehr deutlich war die Zunahme der abgespalien 
mit Tanninessigsiure reagierenden Fraktion in einer schy 
sauren CaseinlOsung, welche wiihrend vier Tagen im bru 
schrank der Korpertemperatur ausgesetzt war. Sittigte mea 
diese L6sung bis 40° o mit Ammoniumsulfat, so zergte 
Filtrat. im Gegensatz mit dem Befunde beim frisch bereitel: 
nicht der Korpertemperatur ausgesetzten Casein, noc) 
Triibung mit Tanninessigsiiure. 

Nicht ohne Bedeutung war nun die Beantwortung 
Frage, ob vielleicht ein dem Casein anhaftendes proteolytiscic- 
Kuzym diese Abspaltung bewirken kénnte. Slowtzoft! 
neulich die Bemerkung gemacht. dab auch das gereinigte | 
von einem solchen Enzym begleitet wird. In bezug au 


Krave habe ich die eine Hilfte einer 2° oigen Caset ng 


') Hofmeisters Beitriige, Bd. IX, 1907, S. 150. 
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sekocht und gleichzeitig mit der anderen Hiilfte auf Korper- 
opperatur erwiirmt, ohne Labzusatz, bei schwach saurer Re- 


kion. Berm Anfang des Versueches war die Keaktion mit 
oninessigsiure im Filtrate der Fiillung mit verdiinnter Essig- 
sjjpe gleich stark in beiden Fraktionen. Nach viertigigem 
Verhleiben auf Korpertemperatur war deutlich nachzuweisen, 
in der ungekochten Caseinlésung em gréberes Quantum 
Substanz C sich gebildet hatte als in der vekochten 
Hilfte. Diese Beobachtung spricht fiir die Auffassung, dab 


Hauzym die Ursache der erwahnten Gleichgewichtsstorung 


s 


» konnte. Dieses Enzym wiirde dem soviel wie moglich 
oreintgten Gasein noch anhaften und durch Kochen vernichtet 
werden. 

Von den besprochenen, unter dem Einflusse des Lab- 


ms entwickelten Spaltungsprodukten des Caseins ist ohne 
Zweitel das Paracasein A am niichsten mit der Muttersubstanz 
verwandt, wéhrend in der absteigenden Reihe Substanz C bet 
kurzdauernder Labwirkung die untere Stelle einnimmt. Diese 
Substanz, welche nicht diffundiert durch Pergamentpapier, mub, 


die verschiedenen Eiweibreaktionen anzeigen. noch als 
Kiveibkorper betrachtet werden. Sie labt die Eigenschatt der 
primiiren Albumosen vermissen, welche mit Essigsiiure und 
Vatuiumehlorid eine beim Erwiirmen verschwindende, bet Ab- 
ung wiederkehrende Fiillung zeigen. Nach Féllung mit 
lTanninessigsiiure aber l6st sie sich in der Thitze wohl, eine 
Kivenschaft, welche auch «Wittes Pepton» (hier aber gleich- 
‘iy mit andern Eigenschaften der primiéren Albumosen) 
mimt. Das Ausbleiben einer Fiillung mit Salpetersaure und 
| Ferrocyanwasserstoff stimmt tiberein mit Kigenschaften der 
ekKundédren Albumosen: in Widerspruch mit den letzteren 
vieder die genannte Fiiliung mit Essigsiiture und Natrium- 
orid in der Kiilte. 
Substanz C pabt nicht hinein in das Schema der Caseosen, 
he Alexander!) durch peptische Spaltung des Caseins 


| 
' 


Diese Zeitschrift. Bd. XXV, 1898, S. 411. 











202 M. van Herwerden. 


Sobald die Labwirkung bei KOrpertemperatur lingere Zo); 
fortgesetzt wird, entsteht eine primére Albumose, deren Sje}|, 
im System der EiweibkoOrper leichter zu bestimmen ist. |} 
schwach saurer Reaktion gelingt es, nach Verlauf von 5 Tagen 
diese Albumose in der mit Lab behandelten Caseinl6sung dei. 
lich nachzuweisen. 

Nach unserer Beobachtung, dafi Lab bei neutraler Reaktion 
withrend langdauernder Einwirkung einen geringen  proteo- 
lyvtischen Einflub auf koaguhertes Eiweih hat (vide S. 145), 
neigen wir zu der Annahme, die Entstehung der primiiren .\|- 
bumose einem eiweibspaltenden Enzym = zuzuschretben, olive 
aber mit Petry!) anzunehmen, dal dies ein fiir Casein spe- 
zifisches Agens sein sollte. das dem Labextrakt verbunden 
sei und anderes Eiweih unangegriffen lebe. Bemerkensw: 
bleibt die Tatsache, dafi die Spaltung wihrend emer bestimmt: 
Phase nach einem regelmiabigen Schema vor sich geht. d. | 
dem Sinne, dali der Charakter der entwickelten Eiweibkorjye: 
qualitativ ein konstanter bleibt, wie sehr auch die quantitativen 
Verhiiltnisse, in welchen man sie zu bestimmten Zeiten antrifl, 
sich verschieben. Teh will hier die Tatsache hervorheben. 
erst nach langdauernder Labwirkung eine Phase anfiinet, 
welcher eine primiire Albumose sich den urspriinglichen >). 
tungsprodukten des Caseins zugesellt. Diese Phase fill unge- 
fiihr mit derjenigen zusammen, in welcher auch die andere 
Substanzen weitere Umwandlungen erfahren, was erkenw! 
wird an dem Ausfallen eines Sedimentes. Dieses ist ers! bel 
alkalischer Reaktion léslich und verliert) allmiihlich die chia- 
rakteristische Eigenschaft des anfangs dominierenden Spailtigs- 
produktes Paracasein A, niimlich die Fiéhigkeit, mit) Calciun- 
chlorid Kiise zu bilden. 

Die Frage, ob bei bleibender neutraler Reaktion prima 
Albumosen durch Labwirkung auf Casein entstehen kouner 
ist nicht zu l6sen aus einer Caseinnatriumverbindung, well 
neutral gegeniiber Lackmus reagiert, weil diese wiihreid 


= 


Labwirkung innerhalb einzelner Tage die Reaktion in elic i 








YO) 


Beitrag zur Kenntnis der Labwirkung auf Casein. 


shotere veriindert. Wahrend der Spaltung werden also H-Ionen 
eigemacht. 

Kine Verschiebung nach der sauren Richtung sehen wir 
onfalls in der Losung, welche, urspriinglich schwach rot ge- 
bt mit Phenolphthalein, schon nach 48 Stunden sauer gegen- 
‘her diesem Indikator, neutral mit Lackmus reagiert. Primiire 

\umosen habe ich in dieser LOsung nicht angetrotfen. Auch 
vf das Sediment, welches sich, wie ich Seite 193 bemerkte, 
niihlich absetzte, nicht den typischen Charakter des Para- 
eins. Dab aber freie H-lonen zur Labwirkung nicht absolut 
otwendig sind, geht aus der Tatsache hervor, dab bei alkalischer 

Peaktion der Mileh nach Labzusatz schheBlich Koagulation ein- 

refen kann, wenn man, wie gesagt, nur dafiir sorgt, dab die 

Pouktion nicht bedeutend alkalisch wird gegeniiber Phenol- 
‘halein. Ein Uberschu8 von OH-Ionen schiidigt also die Lab- 
virkung. DaB diese spite Koagulation (1/2 bis 1 Stunde, ab- 

Vingig von dem Grade der Alkalititiit) nicht der Bildung von 

Milehsiure zuzuschreiben ist, beweist sowohl eine’ Kontroll- 
he ohne Lab, wo die Koagulation ausbleibt, als auch die 
Mateache. daB die Reaktion, obgleich sie verschoben wurde 

der sauren Seite, doch oft noch schwach alkalisch gegen- 

Lackmus war. 

SchlieBlich noch ein Wort tiber dasjenige, was man bei 

etzigen Kenntnis des aus Casein durch Labwirkung ent- 

celten Spaltungsproduktes von einer eventuellen Klementar- 
vse zu erwarten hat. Wiinschenswert wiire vor allem die 
ernichtung des Enzyms in bestimmten Phasen der Labwirkung. 
die Weise, auf welehe sie von Késter ausgefiihrt wurde (niimlich 
men der Losung bis zur Kochhitze), leitet gewil nieht 
erwunschten Ziel, da zu gleicher Zeit die zu untersuchenden 
eibkorper ihre Zusammensetzung dndern kénnen. Deswegen 
‘ineiner Ansicht nach der Késterschen Analyse des Molken- 
eibes, die einzige, welche mir aus der Literatur bekannt 
sein grober Wert zugeschrieben werden. 
bensowenig ist es niitzlich, durch Zusatz von OH-Ionen 


4 foe or, | a ° e . . . 
LibWwirkung zu hemmen, da wir ja in Zusammenhang mit 
vekannten Emptindlichkeit des Caseins gegen Alkali be- 
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rechtigt sind, auch bei den Spaltungsprodukten dieses Eiy«o )- 
korpers dieselbe Eigenschaft zu vermuten. 
Solange es sich als unmoglich herausstellt, den 

das Enzym herbeigerufenen labilen Zustand in einem wil! |kij 
lichen Moment in einen stabilen zu findern, werden ups: 
Versuche, die Spaltungsprodukte des Caseins, befreit von Nejvon- 
mischungen, zu isolieren und quantitativ zu analysieren, kein, 
befriedigenden HKesultate haben. 


Zusammenfassung. 

Das Labenzym wirkt in solcher Weise auf das Case) 
molekiil em, dab aus diesem andere Molekiile mit sehr lahijey 
Gleichgewicht entstehen. Diese zerfallen selber wiihrend 
Enzymwirkung unaufhorlich in Molektile von anderer \on- 
struktion. So werden aus dem urspringlichen Hauptspiltiung 
produkt, dem Paracasein A, immer Molekiile des Paracaseins |) 
und der Substanz C gebildet, bis sehheblich das Paracascin | 
selbst vollkommen verschwunden ist, wihrend es bet kurv 
dauerndem Einflusse des Enzyms als Hauptprodukt betracht: 
werden dart.  Erst ber sehr langdauernder Labwirkune 
neben den genannten Substanzen eine primire Albumose |i 
Dies ist der Anfang einer neuen Phase, charakterisier! 
weiteren Zerfall des Caseinmolekiils. 

Weiter hat sich ergeben, dali das Casein kein =! 
Korper ist. sondern diuBberst empfindlich ist fiir Gleichgew) 
storung. Es hiingt ihm eine sehr leicht abspaltbare Subst 
an. welche vollkommen mit der obenerwiihnten Substiz | 
libereinstimmt, Diese Abspaltung kann sich voliziehen. 
dali irgend welches Enzym oder sonstiges Agens diesem + 
kOrper zugesetzt wird. Dab diese Substanz keine \e! 
reinigung, sondern ein abgespaltenes Fragment des | 
molekiils ist, wird wahrscheinlich durch die Beobachtuneg. 
das siebenmal nach der Hammarstenschen Methode ge! 
Casein diese Substanz noch enthalt. Gentigend bewels«! 
diese letztere Auffassung ist aber die Tatsache, dab eine 
dieses Caseinats ohne Labzusatz auf KOrpertemperatur erwalll) 
eine evidente Zunahme des erwiihnten Spaltungsproduktes 7°17) 
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Tabelle. 








Para- Para- Sub- 
Casein 
casein A casein B stanz © 
( imehlorid ea we ee er dl <a + (feinlockig | tl. (kiisig) — 
nnte Essigsiure .. . —- -. — 
. mat ae igi ie vet et eee ee a ~ + ot 
ilfat ee ee ee ee ee ‘ a 
tC. .- - 
nessigséiure a --- - 
GrSAMNG 24 © te oh -.- 
uchlorid und Essigsiiure -{- - 
vanwasserstoffsiure . . ~ he + 
. efelbleireaktion . oo... oe -}- 
on Millon ..... ~ ~ 1 _| +. 
on Adamkiewicz. . ~{. -- -{~ (schwach) 
roteinreaktion . .. -t. + - 1. (stark) 
reaktiOR « was 4 + 4 +. -t. -| -~ (stark) 
Siithegung mit kalkhal- 
Natriumehlorid . 
Nittigung mit kalk- 
Natriumehtorid 
Sittigung mit Mag- 
imsulfat . nicht total 
Fallung mit Ammonium- 
it beremer Siattigung von 40°/0 30°  2ObIss0° 4 60 80 
‘eit in Wasser... — 
Keit in stedendem 
yen Alkohol ... . wenlg wenlg -t- 





Schheblich konnte ich vollstiindig den Ausspruch von 
Schinidt-Nielsen!) bestiitigen, dab freie H-lonen zur Koa- 
ion der Milch oder einer kalkreichen CaseinatlOsung nicht 
eudig sind. Seine Behauptung, da die Anzahl der OH-lonen 

~o grob sein dart, dab eine Reaktion mit Phenolphthalein 
mochte ich nach der Richtung hin einschriinken, dab 


Festschrift f. Hammarsten. S. 21. 
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nur eine bleibende Rotfiirbung mit Phenolphthalein der {i)- 
gulation im Wege steht. In der mit Phenolphthalein sehr sehw ac! 
rot gefarbten Milch sehen wir (wenn die Milch auf Korper- 
temperatur gehalten wird) -die Reaktion sich nach der saurey 
Seite verschieben (Schwund der roten Farbe), bis schlie{ jc, 
die Milch durch Lab koagulieren kann, wiihrend die Reaktio, 
noch schwach alkalisch, oder neutral gegentber Lackmus js! 
Nur wenn fortwithrend durch Zusatz von kleinen Mengen Alka) 
die Reaktion auf dem ersten Niveau gehalten wird, oder wen 
von Anfang an ein UberschuB von Alkali zugesetzt wi 

bleibt auch bet langdauernder Labwirkung die Koagulation \ 


kommen aus, 














Beitrag zur Kenntnis des Tryptophans und einiger seiner 
Derivate. 
Von 
Emil Abderhalden und Martin Kempe. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitit Berlin) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1907.) 


Durch die Untersuchungen von Hopkins und Cole!) ist 
Mryptophan ein verhaltnismabig leicht zugingliches Spalt- 
lukt vieler EKiweibkorper geworden. Man wird ihm ohne 
Zweifel noch recht oft begegnen. Es ist wiinschenswert, zu 
siner lsolierung und Reinigung eine Reihe von charakteri- 
chen Derivaten zu kennen. Vielleicht ermoglicht das eine 
andere Derivat eine quantitative Bestimmung des Trypto- 
wus. Es sind bereits mehrere Verbindungen des Tryptophans 
chend beschrieben worden, so von Hopkins und Cole das 
werldsliche salzsaure Salz des Tryptophans, ferner haben N eu- 
rund Popowsky?; den bei der Einwirkung von Brom- resp. 
Ciorwasser auf eine wiisserige Tryptophanlosung sich bildenden 
rarbstolf genauer untersucht und die folgenden Verbindungen 
round beschrieben: C,,H,N,O,Br, C,,H,,N,O,Br - Bry, 
(HN JOEL und C,H, .N,O,€1- Cl. SchhieBlich hat neuer- 
M. Mayeda®) das Pikrat und Pikrolonat des Trypto- 
us dargestellt. Wir haben folgende Verbindungen gewonnen: 
i das Kupfersalz des Tryptophans, 2. das d-Trypto- 
imethylesterchlorhydrat, 3. den d-Tryptophan- 
elhylester, 4 Phenylisocyanat-d-Tryptophan, 
is Natriumsalz des B-Naphtalinsulfo-d-Tryptophans 
endlich das salzsaure Tryptophanchlorid, 
IG. Hopkins u. S. W. Cole, A contribution to the chemistry 
cids, J. of Physiol., Bd. XXVH, S. 418, 1901, 
C. Neuberg und N. Popowsky, Die Indolaminopropionsiure 
Halogenverbindungen (Tryptophanreaktion). Biochem. Zeitschrift, 
>. 3807, 1907, 
M. Mayeda, Zum Nachweis des Tryptophans und des Pheny]l- 
Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 261, 1907. 
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Das Tryptophan, das zu diesen Versuchen diente, |) 
wir im wesentlichen nach der Vorschrift von Hopkins 


Cole dargestellt. 


5 kg Casein wurderr in d0 | O,8°/oiger Sodal6suneg 


tan) 


Mischung nach Zugabe einer ausreichenden Menge yon 


geschwemmt, mit 20 g¢ Pankreatin gut durchgertihrt wn 
7 
bei einer Temperatur von 36° aufbewahrt. Von Zeit zu 7% 
priiften wir in Proben mit bromwasser auf freies Tryptopla 
Nachdem die Tryptophanreaktion einen Maximalwert ery 


hatte, was nach 5—10 Tagen der Fall war, wurde di 
dauung unterbrochen, das Gemisch auf 80° erwiirmt, um 


vorhandenes Eiweib zum Koagulieren zu bringen. Es ermptic! 


Infusorienerde durchzurtihren. Es erleichtert dies das. syiitey 


Filtrieren erheblich. Betm Abkiihlen der’ Fliissigkei! 

sich Tyrosin in reichlichen Mengen aus. Die abgekiihlte 
keit fillrierten wir nun dureh Koliertuch und versetzte 
klare Filtrat mit) 5 Volumenprozent Schwefelsiiure und 
Uberschub einer 10° oigen Quecksilbersulfatlosung im 5 

prozentiger Schwefelsiure. Es entstand bald ein’ reic! 
Niedersehlag. Er wurde nach 12stiindigem Stehen al! 


der scharf abgeprebte Filterriickstand mit 5° oiger Scli\ 
siiure griindlich ausgewaschen, dann in Wasser suspendicr 


mit Schwefelwasserstoff unter 6fterer Erwarmung und kris 


Riihren mit einer Turbine zersetzt. Nach dem Filtriere! 


der Filterrtickstand noch zweimal mit Wasser verriebeu 
In die Suspension Schwefelwasserstotf eingeleitet, um so: 


unzersetztes Quecksilbersalz zu zerlegen. 


Aus den vereinigten Filtraten entfernten wir den Sclive! 


wasserstoll nicht durch Koechen, sondern dureh einen krai'! 


Kohlensiiurestrom. Dureh Erwirmen entstehen zu let! 


wean 
t 


sich, die LOsung in der Hitze mit einer reichlichen Menve y 


| ‘ 





\" 


\ ft 


harzende Produkte. Sobald kein Geruch nach Schwetelwasse! 


stoff mehr wahrnehmbuar war, versetzten wir die LOsung wi 
mit 5° o ihres Volumens an Schwefelsiiure und mit sovie 


silbersulfatlbsung, dafB sich gerade ein zusammenhianee! 
Niederschlag bildete. Diesen filtrierten wir nach eine! 
Stunde ab. Es gelingt so, das zuerst ausfallende Cy 


'} 


{ 
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‘orner etwa vorhandene Verharzungsprodukte zu entfernen. Das 
Vyityat vom Niederschlage wurde nun mit tiberschtissigem Queck- 
- persulfat versetzt, der entstandene Niederschlag abtiltriert, und 
<er wie das erstemal mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Aus 
hierbei gewonnenen Losung fiillten wir die Schwefelséure 
mititativ mit Barvthydrat. 

Die vom Barvumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit war nur noch 
shwach gelb gefiirbt. Nach der Vorschrift von Hopkins und 
Cole soll die das Tryptophan enthaltende Losung nunmehr auf 
em Wasserbad unter hiaiuligem Zusatz von Alkohol eingedampft 

len. Hierbei tritt jedoch sehr leicht Verharzung ein, wodurch 
Ausbeute an reinem Material stark beeintrichtigt werden 
Sie laBt sich vollstandig vermeiden, wenn man das Kin- 
mpfen unter vermindertem Druck vornimmt. Die neutrale 
ing wurde nach Zusatz von wenig Alkohol, um das Schiiumen 
ermeiden, bei etwa 14mm Druck und einer 40° des Wasser- 
es nicht tibersteigenden Temperatur soweit eingedampft, bis 
- eine reichliche Menge Tryptophan ausgeschieden hatte. 
Von diesem wurde abfillriert und die Mutterlauge weiter ein- 
net, bis neue Krystallmassen zur Abscheidung kamen. Wir 
elten so noch mehrere Fraktionen. Das so gewonnene 
plophan war farblos. Die Ausbeute betrug 26,5 g Rohprodukt. 
ses lleferte nach dem Umkrystallisieren aus) verdiinntem 
\ikohol unter Zusatz von Tierkohle 24 g analysenreines Produkt. 
1.2201 g Substanz bei 100° getrocknet gaben O.5199 ¢ CO, und 
0.1178 ¢ H,O. 
Hog Substanz ber 100° getrocknet gaben 15.9 com N bet 18° und 
793 mm Druck. 


echnet fiir C,,H,,N.O, (204.2): 64,64%o C. 592% H, 18,75 %o N, 
funden: 64,42 90 C, 599% o H, 13,54%o N. 
Die angegebene Ausbeute wurde nicht bei jeder Darstel- 
erreicht. Besonders bei langer Verdauung und langsamer 
Verarbeitung blieb sie oft hinter diesem Betrage zurtick. In 
n Fallen gelang es, ein Nebenprodukt zu fassen, das weiter 
en beschrieben ist. 
Das auf die geschilderte Art gewonnene Tryptophan priiften 
‘uf sein optisches Verhalten. Hopkins und Cole geben 
pezifische Drehung des Tryptophans den Wert |a) |= — 33° 


pe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 14 
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an. Leider fehlt die Angabe, unter welchen Verhiiltnissen und 
mit welchem LoOsungsmittel sie gearbeitet haben. 
C. Neuberg und N. Popowsky!) geben folgende Wert. 


fiir das Tryptophan an: in wiasseriger LOsung [ap | = — 7.8". 
in ' 2 normaler Natronlauge jap) = — 13,7°. 


Das wie oben beschrieben dargestellte Tryptophan dre} 
im Gegensatz zu diesen Angaben nach rechts. 
Kine Losung von 0.2186 g Tryptophan, das viermal wn- 


krystallisiert war, in ?2 normaler Natronlauge vom Gesirit- 


= 


gewicht 7.9913 g¢ und dem = spezifischen Gewicht 1,02 dretite 


a 


im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht und 20° C. 0,16° nach veclts 
Mithin 


Pu . a 
0 


[a] s, +- 95,7°. 

Wir waren in der gliicklichen Lage, ein Priiparat unte 
denselben Bedingungen priifen zu konnen, das wir der Liehens- 
wiirdigkeit von Herrn Prof. Hopkins verdanken. 

0.1062 ¢ dieses Priiparates wurden in?!/2 normaler Nati 
lauge gelost. Gesamtgewicht der LOsung 4,0650 @ + spezilisclie- 
Gewicht 1,03. Drehung im 1 dm-Rohr bet Natriumlicht 
20° C. 0,179 nach reehts.  Mithin 

lal, = + 6,3°. 

beide Praparate zeigten somit ein ganz ahnliches optisclics 
Verhalten. Es mub weiteren Untersuchungen vorbehalten blei: 
festzustellen, auf welchen Ursachen das ganz andere Verha'ty 
des von Neuberg und Popowsky untersuchten Priiparit'e- 
beruht. 

Weitere Bestimmungen fiihrien wir in normaler Nalron- 
lauge aus. 

0.6043 g¢ viermal umkrystallisiertes Tryptophan wurde! 
in normaler Natronlauge gelést. Gesamtgewicht der Losune 
5.3108 g. Spezifisches Gewicht 1,06. Drehung im 1 dm-!io' 
bei Natriumlicht und 20° C. 0,74 nach rechts.  Mithin 

aly, = + 6,12° 
Dasselbe Praparat wurde nach nochmaligem Umkry='«.'- 


sieren untersucht. 


) Ll. ce. 
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0.4543 g Tryptophan wurden in normaler Natronlauge 
geljst. Gesamtgewicht der Losung 4,6305 g. Spezitisches Ge- 
wiecht 1,06. Drehung im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht und 20° C. 
063° nach rechts. Mithin 


OL ' = = 6.06 Y, 


Die Drehung blieb somit konstant. Mit demselben Pra- 
sarat wurde auch noch eine Bestimmung in salzsaurer LOosung 
vorgenommen. 0,4517 ¢ Tryptophan wurden in normaler Salz- 
siiure gelost. Gesamtgewicht der Losung 7,2161 g: spezifisches 
Gewicht 1,05. Drehung im 2-dm-Rohr ber 20° C. und Natrium- 

ht 0.179 nach rechts. Mithin 
al, = + 1,31°. 

Das Tryptophan schmilzt gegen 289° (korr.). Von 260° 

corr.) an zeigt sich leichte Gelbfarbung. 

Ks sel noch erwihnt, dab das dargestellte Tryptophan 

beschriebenen Farbenreaktionen gab. Vor allem beobach- 

en wir auch die yon Cole!) beschriebene Violettfirbung 
bein Kochen von Tryptophan mit Zucker und rauchender Salz- 
sire, eine Farbung, welche der bei der sog. Liebermannschen 
Heaktion auftretenden sehr dhnlich ist. Es ist moglich, dah die 
Liebermannsche Reaktion auf emer dhnlichen Ursache be- 
d. h. auf das Vorhandensein von Tryptophan und Zucker 


weist. Sicher festgestellt ist diese Deutung der genannten 
heaktion nicht, gibt doch z. B. Seide, unter dessen Spaltpro- 
dukten Tryptophan bis jetzt nicht aufgefunden worden ist, 
ebenfalls beim Losen in konzentrierter Salzsiure Violettférbung 
md zwar besonders ausgepragt in der Kiilte. Es) scheinen 
vrigens nicht alle Zuckerarten gleich gut geeignet zu sein. 
ne ausgeprigte Violettfarbung erhielten wir nur bei Ver- 
endung yon Fruktose, Rohrzucker und Raffinose.  Glukose, 
(cuaktose und Mannose gaben die Reaktion nur schwach oder 
eutlich. Die Pentosen, Arabinose und Xylose verursachten 
eine schmutzig braune Fiirbung. 


Nicht ohne Interesse ist die Beobachtung, dali Trypto- 


Sydney W. Cole, On certain colour reactions of proteid due 
ptophane, Journal of Physiol., Bd. XXX, 38. 311, 1903. 
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phan in verdiinnter wiisseriger LOsung beim Kochen mit. Sal- 
petersiiure deutlich Gelbfirbung zeigt. Ferner gibt Tryptophan 
beim Kochen mit dem sog. Millonschen Reagens Braunpot- 
firbung. Diese Reaktion ist sehr wohl von der bei Anwesey- 
heit von Tyrosin auftretenden Firbung zu unterscheiden, — }s 
diirfte jedoch nicht tiberflissig sein, um Téuschungen zu yep- 
meiden, auf diese Reaktion hinzuwelsen. 


Isolierung eines Nebenproduktes bei der Tryptophan- 
darstellung, 

Wie oben erwiihnt, gelang es in einigen Fiillen, bei denen 
die Ausbeute an Tryptophan nur gering war, statt dessen einen 
anderen Korper zu isolieren. Dies fand dann statt, wenn ic 
Verdauung des Caseins sehr lange gewihrt hatte, und die Ver- 
arbeitung nur sehr langsam erfolgt war. Beim Eindampten der 
tryptophanhaltigen Losung unter vermindertem Druck sched 
sich dann als erste Fraktion ein Produkt aus, das schwact 
gell) gefiirbt war und in Nadeln krystallisierte, withrend das 
In farblosen Blittchen krystallisierende Tryptophan in den 
spiiteren Fraktionen enthalten war. 

Das neue Produkt ist in Wasser noch schwerer [o-s!ic! 
als das Tryptophan. Es wurde durch mehrfaches Umkrystsalli- 
sieren aus heibem Wasser unter Zusatz von Tierkohle ge- 
reinigt, Es sehmilzt bet 293° (korr.), nachdem es vorher gegen 
276" (korr.) angefangen hat, sich gelb zu fiirben. Aus de 
wiisserigen LoOsung scheidet es sich in biischelf6rmig vereiniyten 
Nadeln ab. Zur Analyse wurde es im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 140° getrocknet. Die Verbrennung ergab Werte, 
die der Formel C,,H,,N,O, entsprechen. 

0.1530 ¢ Substanz gaben 0.3348 g¢ CO, und 0,0791 g H,O. 

O1207 ¢ Substanz gaben 13,3 cem N bei 18° und 735 mm Dru: 


Berechnet fiir C,,H,,NgO; (220,2): 59,94°/o C, 549% 0 H, 12,75°. SN. 
59,68 °/o C, 5,78 %/o H, 12,50 \ 


Gefunden: 
Die Substanz entwickelt beim Erhitzen starken Indol- oder 


Skatolgeruch. Da sie aus dem Tryptophan hochstwahrse)icii- 
lich durch Oxydation hervorgegangen ist, diirfte sie als ()\\- 
tryptophan zu bezeichnen sein. Interessant ist es, dab sie nicl 
mehr die Reaktion auf Tryptophan mit Bromwasser gibt! 


l)a- 
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geven liefert sie beim Erhitzen mit konzentrierter Bromwasser- 
iifsiiure einen violetten Farbstoff. Die Reaktion mit Glyoxyl- 
cure nach Hopkins und Cole gibt das isolierte Produkt nur 
bey recht vorsichtigem Zusatz von Schwefelsiure zu der mit 
oxylséure versetzten Substanz. Bei Zusatz von zuviel Schwe- 


f 


(; 
‘ure findet die Reaktion micht) statt. 

Sehr bemerkenswert ist das Verhalten des KOrpers nach 

ny Erhitzen mit konzentrierter Salzsiiure. Kocht man den 

corper mit konzentrierter Salzsiure, dampft dann die Losung 


my und erhitzt jetzt den Riickstand, fiir sich oder mit Natrium- 
hydrat. so ist nach gentigend langem Erhitzen kein Indol- oder 
Holgeruch mehr zu bemerken. Statt dessen tritt ein ganz 
sturker. charakteristisecher Geruch nach Chinolin auf. Aus 


¢ 3 


Mangel an der notigen Menge dieses Produktes konnte die 
nihere Untersuchung dieses interessanten Verhaltens vorliutig 
noch nieht eingehender vorgenommen werden. Diese Liicke 
sol] jedoch bald ausgefiillt’ werden, 

Im folgenden seien die dargestellten Derivate des Trypto- 


nhans besehrieben, 


Kupfersalz des Tryptophans, 


Kocht man Tryptophan mit frisch gefalltem, aufgeschlemm- 
Kupferoxvd, so erhiilt man keine blaue Losung, wie bet 

en meisten anderen Aminosiiuren. Das Tryptophan ist. voll- 
kommen in den Kupferoxydmederschlag tbergegangen, was 
min zu erkennen ist, da} in der abfiltrierten Lo6sung jede 
vyptophanreaktion ausbleibt. Zur Isoherung des Salzes wurde 
loivender Weg eingeschlagen: 1 g Tryptophan wurde in wiisse- 
riger Losung mit wenig aufgeschlemmtem Kupferoxyd erst eine 
Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt und dann 15 Minuten tiber 
roier Flamme gekocht. Nun wurde mit Eiswasser abgekiihlt und 
'¢ verdtinnte Salzsiiure hinzugegeben, um das Kupferoxyd in 
‘ung zu bringen. Das Kupfersalz des Tryptophans blieb als 
heliblaner Niederschlag ungelést. Dieser wurde abfiltriert und mit 
\Vasser bis zum Verschwinden der Halogenreaktion gewaschen. 
i dem Trocknen. stellt das Tryptophankupfer ein feines, 
wiblaues Pulver dar. Unter dem Mikroskop sind keine deut- 


4 
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lichen Krystalle zu erkennen. Das Tryptophankupfer ist jy 
den gewo6hnlichen L6sungsmitteln und in kalten verdiinntey 
Mineralsiituren schwer loslich. Das Ergebnis der Analyse spric|i| 



























fiir folgende Zusammensetzung des Kupfersalzes : 
(C,H, ,N,0,).Cu. 
Zur Analyse wurde es bei 100° getrocknet. 


(1718 ¢ Substanz gaben 0.0285 g CuO. 


Berechnet ftir (C,,H,,N,O,),Cu (470): 13.53 °o Cu. 
Gefunden: 13.25 °/o Cu. 


d-Trvptophan-methyvlesterchlorhydrat. 
( & CH, — CH — COOCH, 
| 
CH NH, HC! 
y : 
NH 
dg Tryptophan wurden mit 50 cem Methylalkohol tiber- 


/ 


gossen und gasformige Salzsiure unter Eisktihlung eingeleitet, 
Zum SehluB wurde auf Zimmertemperatur erwiairmt. Die Amino- 
siure ging dabei vollig in Losung. Uberschiissige Salzsiiure 
und Methyvlalkohol wurden im Vakuum bei niederer Temperatur 
abgedampft. Den Riickstand losten wir in wenig heibem Methy!- 
alkohol und gaben allmiihlieh viel heiben Essigester unter Reihen 
mit dem Glasstab zu. Beim Erkalten schied sich das Chior- 
hydrat des Tryptophanmethylesters fein krystallinisch aus. 
erhielten 4,5 g des Esterchlorhydrates. Durch Verarbeiten cer 
Mutterlauge lieb sich die Ausbeute noch verbessern, doch wa! 
die zweite Fraktion bedeutend unreiner als die erste. Dureh noch- 
maliges Losen in Methylalkohol und Ausfillen mit Essigeste 
erhielten wir den Koérper als weibes krystallinisches Pulver 
Das Tryptophanmethylesterchlorhydrat lost sich leicht in Alkoho! 
und Wasser, schwer in Essigester und Ather. Aus Methylalkoho! 
mit Essigester gefiillt. bildet die Verbindung kleine mikrosko- 
pische Nadeln, die meist zu biischelformigen Aggregaten yer- 
einigt sind. Sie schmilzt gegen 214° (korr.) unter starker Ze!- 
setzung und Gasentwickelung. Zur Analyse wurde die Substiz 
iiber Chlorealcium im Vakuum getrocknet. 
0.2041 g Substanz gaben 0.4256 g CO, und 0.1087 g H,0. 
Q.1517 ¢ Substanz gaben 14,6 cem N bei 18° und 753 mm Dru 


Lal sn 
VV il 


0.1977 g Substanz verbrauchten 7,72 ccm '/10-normal Silberlosu! 
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Berechnet fiir C,H,.N,O,C] (254,7): 56,549. C, 5.94% 0 H, 11,03 %o N, 
13,92°/o Cl. 
Gefunden: 56,87 °/o C, 5.96 °/o H, 11,18°0 N, 13,85 °%o Cl. 


d-Tryptophanmethylester. 


os C— hh — b-- Copenh 
cH NH, 
ANNI 


2.32 Trvptophanmethylesterchlorhydrat wurden mit 40 ecm 
Ather tiberschichtet, die Mischung in einer Kiiltemischung ab- 
sekiihlt, dann 1 ecm LOfach normale Natronlauge und 5 ecm 
\Vasser hinzugegeben. Nun wurde kriiftig durchgesechtittelt und 
rrocknes Kaliumearbonat hinzugegeben, bis die Masse brelartige 
Konsistenz erlangte. Der Ather wurde bald abgegossen und 
lurch neuen ersetzt. Dieses Verfahren wiederholten wir, bis 
eiwa 160 eem Ather verbraucht waren. Die vereinigten filtrierten 
itherischen Ausztige wurden nach 12stiindigem Stehen tiber 
Natriumsulfat im Vakuum eingedampft. Hierbei schied sich der 
Ester krystallinisch aus. Er wurde abfiltriert und mit’ kaltem 
Ather gewaschen. Die Ausbeute an dieser ersten Fraktion be- 
ug 1.5 g an farblosem Produkt. Durch Eindampfen der Mutter- 
auge lieben sich noch 0.25 g isolieren. Die erste Fraktion war 
bercits vollig analysenreiner Tryptophanmethylester. lr schmilzat 
bel S9.5° (korr.) und ist leicht loslich in Methylalkohol, schwerer 
in Essigester und Ather, sehr sehwer in Petroliither. Aus Ather 
unkrystallisiert, bildet er ziemlich grofbe Tafeln, die an einem 
tide rechtwinklig abgeschnitten, am andern zugespitzt sind. 
Oit bildet die Verbindung Krusten aus konzentrisch krystal- 
inischen, nierenformigen Aggregaten. ‘Sie ist recht bestiindig 
ind labt sich unzersetzt aufbewahren. Die methylalkoholische 

| iitherische L6sung zersetzt sich selbst bei langem Stehen 
brutraum nicht. Beim Verseifen mit Alkalien wird Trypto- 
ii zuriickgebildet. 
Zur Analyse des Tryptophanmethylesters benutzten wir 
e ber der oben beschriebenen Darstellung erhaltene erste 
rruktion. Die Substanz wurde im Vakuum tiber Chlorcalcium 
getrocknet. 
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0.1400 g¢ Substanz gaben 0,3385 g CO, und 0.0813 ¢ H,0. 


0.2232 g Substanz gaben 25,3 ccm N bei 18° und 746 mm Drue 
Berechnet fiir C,,H,,N,O, (218.2): 66,00°/o C, 647° 0 H, 12,87°. \ 
(refunden: 69,94. C, 650% .o H, 13.05". \ 


Phenyvlisocyanat-d-Tryptophan. 


* C — CH, — CH — COOH 
CH NH — CO — NHC.H,. 
“NH 
2 ¢ Tryptophan wurden in 10 ecm normaler Natron|iajice 


gelost, die Losung in einer Kiiltemischung abgektthlt und 

miihlich unter Umschiitteln mit 1,2 ¢ Phenyleyanat) versetz: 

Dann wurde mit 12 com normaler Salzsiure angesauert. Hierhe) 

schied sich die Verbindung amorph ab. Sie wurde abfiltrier | 
und mit Wasser gewaschen. Die Ausbeute betrug nach dey 
Trocknen im Vakuum 2,2 ¢. Das Filtrat wurde im Vakuun 
eingedampft und der Riickstand mit Alkohol ausgezogen. Durc' 
Ausfiillen der alkoholischen L6sung mit Wasser hefien =i | : 
noch O,7 ¢ eines weniger reinen Produktes isolieren. = Zt I 
vollstiindigen Reinigung wurde die neue Verbindung in Met! 

alkohol gelOst, die L6sung mit Tierkohle erwirmt, dann filtr 


und die Verbindunge aus dem Filtrat mit Wasser auseetsil |! / 
Sie schied sich dabei in feinen Nadeln ab. Nach zweimatlize p 


Umkrystallisieren zeigte sie den konstanten Schmelzpunkt |b: 
(korr.). Sie lést sich leicht in Alkohol, Essigester und Ace! 
schwer in kaltem Wasser. Bemerkenswert ist bei dieser Su)- 
stanz ihre starke Lichtempfindlichkeit. Das urspriinglich 
lose Produkt fiirbt sich im zerstreuten Tageslicht rosa. >e! 
man es dem direkten Sonnentlicht aus, so wird es intensi\ 
Auch der Schmelzpunkt scheint durch Belichtung stark beein- 
flubt zu werden. Ein Priiparat, das den Schmelzpunkt 1} 
zeigte, wurde an einem hellen Tage umkrystallisiert. Die >" 
stanz zeigte nun plétzlich den Schmelzpunkt 182°. Sie wire 
nun noch einmal, aber unter LichtabsehluB umkrystallis er’ 
‘Danach stieg der Schmelzpunkt wieder auf den richtigen \\ 
von 166° Es empfiehlt sich daher, die Darstellung det \ 
bindung bei nur schwacher Belichtung vorzunehmen. Zur «A! 
lvse wurde die Substanz ber 100° getrocknet. 
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01818 g Substanz gaben 0.4455 g CO, und 0,0855 g_H,0. 
(2614 g Substanz gaben 29.25 ccm N bei 17° und 738 mm Druck. 
rechnet fiir C,.H,.N,O, (323,2): 66,83 °%o C, 530°  H, 13,030 N. 
funden: 66,83 %o C, 5.26% H, 12.80% N 


B-Naphtalinsulfo-d-Tryptophannatrium. 


, ™ 


C — CH, — CH — COONa 
CH NH 
“ONG Sy. + Ch 


tg Tryptophan wurde in 5 ccm Normalnatroniauge ge- 


) 
+ 


ist und mit einer iitherischen Losung von 2,2 ¢g 8-Naphtalin- 


chlorid 3 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Es wurden 

h 3mal je 5 ccm normaler Natronlauge in gleichmiifigen 
ntervallen hinzugegeben. Waiéhrend des Schiitte!ns schied sich 
krystallinische Masse aus. Sie wurde abfiltriert und aus 
em Wasser umkrystiallisiert. Sie bestand aus mikroskopi- 
hen Nadeln und zeigte den Schmelzpunkt 304° (korr.). Beim 
rhitzen auf dem Platinblech hinterblieb eine nicht verbrenn- 


‘ 


Schmelze. Die Analyse stimmte auf C,,.H,-NJO.SNa. Es 
} 21 li 2 4 


ag daher das Natriumsalz des B-Naphtalinsulfotryptophans vor. 


“4 


Analvse wurde die Substanz ber 125° im Vakuum tber 
hosphorpentoxyd getrocknet. 
0.1715 ¢ Substanz gaben 0.3804 ¢ CO, und 0.0670 ¢ H,0. 

1760 g¢ Substanz gaben 10.5 cem N bei 16° und 748 mm Druck. 
chnet fiir C,,H,.N,O,SNa (416.3): 60,53°0 C, 4,12°/0 H, 6.75°%o N. 
nden: 60,4990 C, 4.387% 0 H, 6,93°%o N. 
Wir halten dieses Derivat fiir sehr geeignet zur Isolierung 

es Tryptophans und werden, sobald wir noch weitere Er- 
irungen besitzen, eingehender auf die Bestimmung des Trypto- 
nuns mit Hilfe dieser Verbindung zurtickkommen. 


Salzsaures d-Tryptophanchlorid. 


C~ Gk — t~ cee 


CH NHC! 
’ \NH 
2.4 ¢ sehr soregfiiltig gepulvertes Tryptophan wurden unter 


“sUhlung mit 380 ccm Acetylchlorid tibergossen und mit 3,2 g 
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Phosphorpentachlorid versetzt. Wir schtttelten erst 15 Miny- 
ten unter Kiihlung mit Eiswasser, dann 1! 2 Stunden bei ve- 
wOhnlicher Temperatur. Dann wurde in der von E. Fischer: 
beschriebenen Weise filtriert und erst mit Acetylchlorid, dany, 
mit Petrolkither gewaschen. Die abfiltrierte loekere Mass: 
trockneten wir tiber’ Phosphorpentoxyd im Vakuum. — [je 
Ausbeute betrug 3,0 ¢. Die Mutterlauge wurde nicht weiter 
verarbeitet, weil sie durch Verharzungsprodukte stark gefiip} 
war. Der isolierte Korper stellt das salzsaure Tryptophan- 
chlorid dar. Zwar ergab die Analyse, dah der Korper etys 
1°/o Chlor zu wenig enthielt. Doch lag dies wahrscheiniic), 
daran, dal dic Darstellung im Hochsommer vorgenommen wurde. 
und die damals herrschende hohe Luftfeuchtigkeit auf das Pyi- 
parat zersetzend gewirkt hatte. Der Korper gibt alle Reaktionen, 
die E, Fischer fiir die salzsauren Aminosiiurechloride  |)e- 
schreibt. In Wasser lost er sich unter Erwirmung, bein 
Abkiihlen scheidet sich salzsaures Tryptophan aus der Losing 
ab. In Methylalkohol geht er ebenfalls unter Warmeentwicklung 
in Losung. Durch Essigiither kann daraus Tryptophaamettiy- 
esterchlorhydrat von charakteristischer Krystallform und dei 
Schmelzpunkt 214° (korr.) erhalten werden. Beim  Erhitzen 
fiirbt sich die Substanz bei 172°, sintert bei etwa 208° und 


’ 
schmilzt bei 228° (korr.) unter Gasentwicklung. 
Zur Analyse war die Substanz im Vakuum tiber Phosphor- , A 


pentoxvd getrocknet. Sie wurde in Wasser gelost und di 
abgespaltene Salzsiiure titriert. 
0.2075 g Substanz verbrauchten 15,63 cem 1‘ 10-normaler Silberlosun 
Berechnet fiir C,,H,,N,OCI, (259.1): 27,38°/o Cl. 
Gefunden: 26,71 %o Cl. 

Wir haben diese Verbindung zur Darstellung des Dipeptis 
Tryptophyl-glyein beniitzt. Die Beschreibung dieser Verhin- 
dung, sowie einiger anderer Polypeptide des Tryptophans e'- 
folgt an anderer Stelle.?) 


') KE. Fischer, Synthese von Polypeptiden IX. Chloride der Am 
siuren. Ber. d. D. chem. Ges... Bd. XXXVIIL, S. 605 (1905). 
2) Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XL, 1907. 








Nochmals zur Frage tber den wahren mittleren Harnstoff- 
gehalt des menschlichen normalen Harnes. 
Von 
Dr. Fritz Lippich. 


\us dem medizinisch-chemischen Institute der Prager deutschen Universitit 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Mai 1907.) 


In einer, in dieser Zeitschrift verdffentliichten Abhandlung ') habe 
len Beweis erbracht — und ein solcher stand meines Wissens in 
ser Form bisher aus —, daf’ aus dem menschlichen Harne chemisch 
ner Harnstoff dargestellt werden kann, und daf\ ferner der bisher 
nommene mittlere Harnstoffgehalt des Harnes von 2° zu Recht 

| berblickt man die Entwickelung der Harnstoffbestimmungsmethoden 
n Liebig angefangen bis in die neueste Zeit, so gibt die grofe Zahl des 

auftauchenden, und die noch gréfere Zahl der Moditikationen bereits 
estehender Methoden, ein beredtes Zeugnis dafiir ab, in) weleher Un- 
erheit man sich in bezug auf die lsoherung reinen Harnstoffes be- 
md: wenn nun auch die Bemiihungen sich zunichst auf mOglichste Aus- 
‘ung bereits bekannter Harnbestandteile wie: Kreatinin, Hippursiure, 
Allantoin usw. richteten, so konnten die Zweifel tiber das Vorhandensein 
ekannter, vielleicht naiher verwandter Beimengungen nie ganz von 

Hand gewiesen werden. * 

W.O. Moor®*) war der erste, der diesen Zweifeln positive Gestalt 
ben und nihere Angaben iiber einen dem Harnstoff angeblich innig 
iilenden Kérper gemacht hat. 

In meiner vorigen Publikation tiber diesen Gegenstand muften 

seine Angaben in breilerer Ausdehnung Beriicksichtigung finden, 

vegs aber, ich betone dies ausdriicklich, hatte ich die Absicht, seine 
\rheiten nachzupriifen; vielmehr geht, glaube ich, aus der Anlage und 


Fritz Lippich, Uber die Isolierung reinen Harnstoffs aus mensch- 
Harn. Diese Zeitschrift, Bd. XLVIIL, S. 160. 

Vel. Camerer, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XLVI, S. 322, 1905. 
K. A. H) Mérner, Seandinav. Arch. f. Phys., Bd. XIV, 8S. 297, 1903. 

W. O. Moor, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XLIV, S. 121, Bd. XLV, 


~ +20 u. Nachtrag S. 540. 
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Art meiner Beweisfihrung meine mdoglichst allgemeine und. oh): 
Stellungnahme zu der in Rede stehenden Frage klar genug heryo: 
Bei einem so komplizierten Gemisch, wie es der Harn da: 
reicht eine einzelne Methode zum Beweise nicht aus, hier kann nuy | 
in sich geschlossene Kette einander stiitzender Beweise zum Ziele {ij 


Zuniachst schliefe ich einen irgend merklichen Einfluf der fiphep- 


den Substanzen des Harnes aus: sodann fiihre ich den Beweis, daf 
in Form seiner Oxalsiiureverbindung isolierte Harnstoff einheitlicher Na 
ist; dadurch bin ich berechtigt, die durch ein quantitatives Verfa 


in prinzipiell der gleichen Weise erhaltene Harnstoffmenge als die Muinima- 


menge reinen Harnstolfes zu bezeichnen; macht nun diese Minimalmen:s 
beim Vergleich mit einer bekannten Methode einen geniigend hohen Prozen! 
satz der nach dieser gefundenen Menge aus, so ist die Beweiskette 


schlossen. 


Kine irgend nennenswerte Beimengung mufte sich unter diese: 


Umstiinden an irgend einer Stelle unbedinet bemerkbar machen: da d: 
nicht der Fall war, so durfte ich durch einige wenige Bestimmu 
dieser Art jenes Fundament unserer Stoffwechsellehre, als welche 
die Annahme vom mittleren Harnstoffgehalt zu 2 °/o bezeichnet hats 


geniigend gestiitzt erachten. 


Man kénnte mir nun die Wahl der Pfliiger-Schéndorfische 


Methode als Vergleichsmethode zum Vorwurf machen. Da ich fiir n 
Zwecke die Isolierung des Harnstoffes mit Atheralkohol und Barytmischw 
verwende, so mufte fiir Vergleichszwecke eine Methode herang: 
werden, welche die [soherung resp. Bestimmung des Harnstoffes i 
lich anderer Weise durehfiihrt. Aufer der Pfliiger-Schéndorifs 
wiire noch die Folinsche') Methode in Betracht zu ziehen. Divs 
aber noch zu wenig erprobt, als daf{§ man sie mit voller Sicherli 
wenden kénnte; die sehr zweckmiifige MOrnersche?) Modifikatio: 
selben beniitzt die Isolierung mit Atheralkohol-Barytmischung, war da! 
aus obigen Griinden fiir mich nicht verwendbar. 

Der Pfliiger-Schéindorffschen Bestimmung haftet du 
Verwendung der Phosphorwolframsaéure und dadurch, dafi gewisse 
stanzen die Fiillbarkeit des Harnstoffes durch dieses Reagens begiinsticen 
eine gewisse Unsicherheit an; sie ist aber vielfach anderwarts und | 
im hiesigen Laboratorium in guter Ubereinstimmnng mit anderen Met}oile! 
z. Bo Mérner-SjOqvist, erprobt und die oben angefiihrten Ubelsta 
lassen sich durch sorgfiltige Prifung der zu verwendenden Phos 


' QO. Folin, Diese Zeitschritt, Bd. XXXIL, S. 504, 1900. 
Kbenda, Bd. XXXVI, S. 333, 1902. 
Vel. Arnold u. Mentzel, ebenda, Bd. XXXVI, S. 49, [2 
K. A. H. Mérner, loc. eit. 

*) kK. A. H. Morner, loo. cit. 
Vel. K. A. He. Morner, loc. cit. 





MH. 
ti 


70) 











Uber den Harnstoffgehalt des menschlichen normalen Harnes. 221 


vamsiure beziiglich ihres Verkaltens zu Harnstoff und Ammoniak und 

passende Verdiinnung des zu untersuchenden Harnes_ beseitigen. 

So glaube ich also durch die Wahl dieser Methode als Vergleichs- 

ode die Beweiskraft meiner Bestimmungen in keiner Weise” beetn- 

eichtigt zu haben, um so weniger als die prinzipiellen Fehler dieser 

Vethode so klein sind, daf§ sie ber der in Rede stehenden Frage nicht 
hetracht kommen. 

[In meiner ersten Arbeit vergafS ich des Umstandes Frwiihnung zu 

dafi die von mir untersuchten Harne siimtlich Gemische aus zu ver- 

hiedenen Tageszeiten gelassenen Portionen waren; diese Unterlassung 


. 


um so verzethlicher, als die Menge des von mir zur Entfiirbung ver- 


lefen Harnes nie unter 500cem betrug, was an und fiir sich sehon 


(remische hindeutet. 
Da diese Harngemische von gesunden, unter normalen Arbeits- und 


Frnihrungsverhaltnissen stehenden Personen stammten, so waren grofere 
Unterschiede im Harnstoffgehalt und im_ spezifischen Gewicht ausge- 
issen, vom analytischen Standpunkte aus auch nicht notwendig. Da 
cerade gegen diesen, Punkt ein Einwand vorgebracht wurde (siebe 

so unternahm ich es, einen hochgestellten Harn zu untersuchen. 

\ liingerem Bemiihen ist es mir gelungen, eine grofere Menge eines 


en, normalen (nicht durch Schwitzen resp. forcierte Arbeit) konzen- 
rien Harnes vom spezifischen Gewicht 1,028 zu erhalten. ! 
lel teile die Analyse dieses Harnes hier mit, um zu zeigen, dal\ das 
spezifische Gewicht auf das Verhiltms der nach meiner Methode 
imten Harnstoffmenge zu der nach Pfliiger-Sehéndorff be- 
mien keinen merklichen Einfluf\ ausiibt. 
Zur Harnstoffbestimmung nach Pfliiger-Schéndorff wurde der 
auf das Doppelte verdiinnt. 
Nach dieser Methode ergaben sich: 
lm gemeinen Harn (Mitte! aus 2 Bestimmungen) 
Im mit Tierkohle entfirbten Harn (7 ¢ Tierkohle auf 
y0com Harn, Mittel aus 2 Bestimmungen) 2,514 0. 
Nach meiner Methode (Isolierung mit Alkoholather-Barytmischung ; 
Extraktion des Riickstandes mit Athylamylalkohol 1:1; Fiillung nach 
Vertreibung des Athylalkohols mit Oxalsiiure im Uberschuf; Filtration, 
Sicksioffbestimmung im Niederschlag), wozu unverdiinnter entfairbter 
Harn verwendet wurde (Mittel aus 2 Bestimmungen) 2,384 °/o 
94,83 ° 0 


2,606 Jo. 


Daher wurden also 
vs nach Pfliiger-Schéndorff bestimmten Harnstoffs wiedergefunden. 


Ich verdanke diesen Harn der liebenswiirdigen Bemiihung des 
Hern Dr. Paul Sobotka, Assistenten der hiesigen deutschen dermato- 
“oxschen Klinik: ihm, sowie Herrn Prof. Dr. Kreibich, Vorstand dieser 
\umk, sage ich fiir die Uberlassung desselben meinen besten Dank. 
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Ich méchte hier nochmals ausdriicklich betonen, wie es auch se} 
friiher geschehen ist, daf mein Verfahren zur Isolierung des Harns}{v 


eine Minimalmethode ist und keineswegs darauf Anspruch erhebt, de; 
vollen Harnstoffgehalt wiederzugeben, ferner, dai ich nur normale Ha 
in den Bereich meiner Untersuchung gezogen habe! 

In einer kiirzlich in dieser Zeitschrift erschienenen «Erwideruiy, 
hat es Herr W.O. Moor versucht, meine auf exakter analytischer Hasis 
vewonnenen Ergebnisse durch recht oberflaichliche Argumente = zu 
kriften. Obzwar nun die vorhergehenden Zeilen die Widerlegung der- 
jenigen Einwiinde enthalten, denen man eine gewisse Berechtigung, wen 
auch nur auf den ersten Blick, zusprechen kénnte, so méchte ich denn 
auferdem einige besonders auffallende Stellen der «Erwiderung>» beleu 
um die Art seiner Kritik zu charakterisieren. 

In seiner ersten Abhandlung?) analysiert Moor eine ganze hi 
von Harnen jihnlichen Harnstoffgehaltes und spezifischen Gewichtes 
ich sie zu meinen ersten Analysen verwendete; z. B.: 

|. 24stiindigen Harn, spezilisches Gewicht 1,020, 

Harnstoff nach Liebig-Pfliiger: 1,72° 


> Moor: 0,92 °/o 

2. 2istiindigen Harn, spezitisches Gewicht 1,022, 
Harnstoff nach Liebig-Pfliiger: 1.44% 
> » Moor: 0.70 8% 5 


3. 24stiindigen Harn, spezitisches Gewicht 1,022, 
Harnstoff nach Liebig-Pfliiger: 1,62 ° 0 
Moor: O.80? 6 
Harn von 1 Uhr nachmittags, spezifisches Gewicht 1,017 
Harnstoff nach Liebig-Pfliiger: 1.282% 
» Moor 0.64% 0 usw. 


_—~ 


7 


Auferdem sagt er ausdriicklich in einem Nachtrag zu seiner 2\ 
AbhandInng,*) daf’ ihm bei seinen zahlreichen Untersuchungen «nu 
und da, vielleicht drei- oder viermal» Harne von ungewohnlich kev 
Ureingehalt untergekommen wiiren. *) 

Daraus geht hervor, daf§ auch von seinem Standpunkte aus 1 
vom mittleren Harnstoffgehalt 1.5°0 und mittlerem spezifischen Gev 


1.020 vollkommen zur Beweisftihrung ausreichen. 


1 W. O. Moor, Zur Frage des Harnstoffeehaltes im mens: 
normalen Harn. Eime Erwiderung an Herrn Dr. Fritz Lippi 


Zeitschrift, Bd. XLVUL, 8S. 577. 


2) loc. eit 


3) loc. eit. 


*; Wober er Ubrigens noch die Méglichkeit anormaler Nie 


keit zulant 





t 


~ 
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i ber den Harnstoffgehalt des menschlichen normalen Harnes. ZZ. 


Neuerdings behauptet er nun, daf nur') durch Untersuchung der 
iharne von hohem spezitischen Gewicht seine Angaben widerlegt 


en kOnnen! 


Zum mindesten miifte es doch als ein merkwiirdiger Zufall be- 


net werden, wenn mir nur Harne mit ungewodhnlich kleinem 


ehalt vorgelegen hatten! 
Meine Harnstoffbestimmungsmethode kritisiert Moor mittels eines 
entes,*) welches, auf das Wesen derselben angewendet, direkt zu 


den Schliissen fiihrt: er tindet niimheh, dafi «die Oxalsiiure unter 


(mstinden neutralisiert werden muf, weil sich manchmal ein Urein 
endes Oxalat von einem Harnstoffoxalat kaum unterscheidet, be- 
<s bei Gegenwart eines grofen Uberschusses von Oxalsiure>. 

leh fille den Harnstotf aus amylalkoholischer Losung bei Gegen- 


nes grohen Uberschusses von Oxalsiure und bestimme den Stick- 


ehalt des Niederschlages: es folgt also aus obigem, dafS «manchmal» 


einharnstoffoxalatgemisch dieselbe Stickstoffzahl ergibt wie reines 
toffoxalat: dies kann aber nur dann der Fall sein. wenn «manch- 
Ureinoxalat denselbep prozentischen Stickstoffgehalt besitzt wie 
offoxalat! Oder sollte der OxalsiiuretiberschufS die Unterschiede 
ckstoffgehalt verwischen 7! 
ber die Ergebnisse der Elementaranalyse usw. fulft) sich Moor 
einfacher Weise hinweg, indem er fiir die Reimbheit des aus dem 
vsewonnenen Harnstolfes nur ein®) sicheres Kriterium findet: 
htige nicht allzulange Erhitzung in einer Porzellanschale auf dem 
etzeo, Es geniigt wohl, diese Bemerkung anzufiihren: einer weiteren 
derselben glaube ich mich enthalten zu k6nnen. 
Die ausftihriichen Bemerkungen, die ich in meiner ersten Abhand- 
iber das Aussehen der Abdampfungsriickstiinde, der Farbe der 
en usw. des Harnstoffes und Harnstoffoxalates gemacht habe, * 
ingen dem Umstande, daf’ Moor in seinen bisherigen Publikationen 
bung und urinésen Geruch, welche sich in irgend einer Form, set 
Abdampfen, sei es beim Lésen, bemerkbar machen, stets als 
fiir die Anwesenheit des Ureins angefiihrt hat. 
In neuester Zeit nun hat er Kérper entdeckt, die er als «were 
ites des Ureins bezeichnet: tiber ihre Eigenschaften teilt er nur mit, 
«wahrscheinlich bei der Methode von Mérner-Sjoqvist. sowie 


erer Einwirkung von Tierkolie entstehen»,°) und was ganz besonders 


loc. cit., S. 578. Zeile 2 von oben. 

loc. cits. S. 578, Zeile 17 von unten. 

loc. eit.. S. 578. Zeile 10 von unten. 

Unter anderen Umstiinden wiire es nicht notig gewesen, dies 
ehend hervorzuheben 


loc. cit.. S. d78, Anm. 2 
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hervorzuheben ist, daf\ sie, «wenn sie in nicht grofler Menge') vorhand. 
sind», den Schmelzpunkt eines in dieser Beziehung so empfindli 
Kérpers wie des Harnstoffes nicht beeinflussen.? ) 

Wenn also mitunter keine Beeinflussung der prozentischen > 
stoffzah! und eben so wenig eine solche des Schmelzpunktes dureli Uy 





und seine Derivate eintritt, wo bleibt dann der Unterschied zwiseh 
Urein und Urea?’ Oder sollte durch Tierkohle aus Urein Harnstof 


stehen 7 


') Aber wie man annehmen muf, doch merklicher Menge 
*) loc. cit., S. 572, Zeile 1 von oben. 








Zur Bildung von Kreatin und Kreatinin im Organismus, 
besonders der Kaninchen. 


Von 


G. Dorner, Assistent am Institut. 


Mit sechs Kurvenzeichnungen. 





Aus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle Pharmakologie 
ier Universitat Kénigsberg i. Pr. Direktor: Geh. Medizinalrat Professor Dr. Jaffe. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1907.) 


In seiner vor kurzem erschienenen Arbeit «Untersuchungen 
liber die Entstehung des Kreatins im Organismus»') hat Pro- 
fessor Jaffe nachgewiesen, daf Glykocyamin im Organismus 
zu Kreatin methyliert wird. Auf seine Veranlassung priifte ich 
mittels der Folinschen Methode die von ihm nach dem alteren, 
allerdings wesentlich modifizierten Neubauerschen Verfahren 
sewonnenen Resultate nach und kniipfte daran weitere Versuche 
liber die Bildung des Kreatins im Organismus der Kaninchen 
und liber Ausscheidung desselben unter gewissen Verhiiltnissen. 


Zur Methodik. 


Die kolorimetrische Methode der Kreatininbestimmung, die 
von Folin angegeben worden ist, beruht auf der von Jaffe?) 
vetundenen Pikrinsiiurereaktion. Diese Methode hat gegentiber 
wien bisher empfohlenen auBerordentliche Vorteile, denn erstens 
gestattet sie, innerhalb weniger Minuten die Bestimmung zu er- 
edigen, die sonst Tage in Anspruch nahm, zweitens ermoglicht 

den Gehalt an Kreatin neben dem Kreatinin im Urin zu 
erinitteln, drittens ist sie in allen kreatininhaltigen Fliissigkeiten, 
‘ce nicht zu starke Eigenfarbe besitzen, anzustellen. Was die 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 403. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 391. 


iloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 15 
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Exaktheit der Methode anlangt, so laft sich dariiber nur soyie! 
sagen, daB sie die friiheren Methoden zweifellos tbertrifft, und 
daf} die Werte des priformierten Kreatinins auferordentlich 
scharf abgelesen werden kOnnen, wie die Untersuchungen yon 
Folin!) selbst, van Hoogenhuyze und H. Verploegh,:2 
Emil Baur und Hermann Barschall,%) Klerker,*)5) Koch,§ 
Noel Paton’) beweisen. Beziiglich der Festlegung der Kreatin- 
werte ist die Methode nicht so exakt; doch liegt das nicht an der 
kolorimetrischen Bestimmung, sondern an den Schwierigkeiten 
einer quantitativen Verwandlung von Kreatin in Kreatinin, wo- 
rauf ich sogleich zuriickkommen werde. 

Um ein eigenes Urteil tiber die Leistungsfihigkeit des 
Verfahrens zu gewinnen, und um gewisse schon von Jaffe 
diskutierte Einwiinde zu priifen, welche gegen die Schlubfolge- 
rungen aus den Glykocyaminfiitterungsversuchen erhoben werden 
konnten, hatte ich folgende Vorfragen zu erledigen: 

1. Inwieweit gibt die F olinsche Methode richtige Kreatinin- 
werte an? 

2. Wie lange und in welcher Siiurekonzentration mui 
das Erhitzen stattfinden, um alles Kreatin in Kreatinin iiber- 
zufuhren ? 

3. Inwieweit wird die Methode durch gleichzeitige An- 
wesenheit von Glykocyamin im Urin beeinfluBt? 

Der von mir zur kolorimetrischen Bestimmung benutzte 
Apparat war nach den Angaben von van Hoogenhuyze und 
Verploegh von Kagenaar in Utrecht angefertigt und gestattete 
eine Ablesung auf 1/10 mm Genauigkeit. Es wurden stets 
4 Ablesungen gemacht und daraus das Mittel genommen: sie 
varilerten selten mehr als 3~5/10 mm. Der Nullpunkt mufte vor 
jeder Bestimmung neu kontrolliert werden. Als Vergleichslosung 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S, 223 und American Journ. of I’hys 
Bd. XII, 8S. 84 u. 118, 1905. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 415. 

3) Arbeiten aus dem Kais. Gesundheitsamte, Bd. XXIV, Heft 6, ! 

‘) Hofmeisters Beitrige, Bd. VIII, S. 59. 

5) Biochemische Zeitschrift, Bd. III, S. 45. 

6) American Journ. of Phys., Bd. XV, 8. 15, 1905/06. 

7) Journal of Physiol., Vol. XXXIII, p. 1. 
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diente eine 1/2 Normal-Kaliumbichromatlésung. Zur Eichung 
yerwendeten wir eine aus reinem Kreatin durch Erhitzen mit 
yerdiinnter Salzsiure dargestellte Kreatininldsung. Es ergaben 
sich die von Folin und van Hoogenhuyze und Verploegh 
angegebenen Werte, d. h. eine Lésung von 10 mg Kreatinin 
mit 15 ecm einer gesittigten, wasserigen Pikrinsiurelésung 
und 5 cem 10°/oiger Natronlauge versetzt, ergab, auf 500 ccm 
aufgefillt, einen Farbenwert bei 8,1 mm Schichtdicke, der 
8 mm der Kalumbichromatl6sung entsprach. Bei doppelter 
Konzentration, also 20 mg Kreatinin, entsprachen 4,15 mm der 
Testldsung von 8mm. Und bei einer Konzentration von 5 mg 
Kreatinin entsprachen 16,0 statt 16,2 mm den 8 mm Kalium- 
bichromatlésung, so dai innerhalb dieser Grenzen die kolori- 
metrischen Werte als einander aquivalent gesetzt werden kiénnen, 
wie Folin schon nachgewiesen hat. Etwas abweichend hat 
Koch?) die Konzentration der Kreatininldsung angegeben; nach 
iim entsprechen 11,5 mg 8 mm Schichtdicke der "/2-Kalium- 
bichromatlésung, doch konnte ich diese Angabe nicht besta- 
tigen. In den Bestimmungen hielten wir uns an die angege- 
benen Werte. Wir verdiinnten den Urin, wenn er in 10 cem 
mehr als 20 mg Kreatinin zeigte, und nahmen andrerseits fiir 
die Bestimmung statt 10 cem 20 und 30 cem, wenn der Kreatinin- 
gehalt geringer als 5 mg in 10 cem war. Stand nur wenig 
Urin zur Verfitigung, oder muBte der gréfere Teil anderweitig 
verarbeitet werden, so fiillten wir statt auf 500 ccm nur auf 
250 com auf und setzten nur die Hialfte Pikrinsiiure und NaOH 
zu. Doch geschah diese Art der Bestimmung nur selten. Die 
Harnfarbe spielt bei der starken Verdiinnung kaum eine Rolle 
und beeintrachtigt jedenfalls nicht die Genauigkeit der Bestim- 
mung. Im allgemeinen erfolgte die Ablesung 5—15 Minuten 
nach dem Zusatz der Pikrinséiure und NaOH. 

Daf im normalen Menschenurin Kreatin enthalten sein 
kann, hat Folin und nach ihm Klerker nachgewiesen; sie 
geben als die beste Methode der Umwandlung in Kreatinin 
‘lr kleine Mengen dreistiindiges Erhitzen im Wasserbade mit 


) le. 


15* 
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1/g Volumen n-HCl an. Furr den Kaninchen- und Hundeurin 
muliten diese Verhiiltnisse erst festgestellt werden. Beziiglich 
der Umsetzung von Kreatin in Kreatinin fand Jaffe ca. 70°, 
des zugesetzten Kreatins nach Erhitzen in 4°/oiger Salzsiiure- 
ldsung, dagegen 90°/o bei Anwendung von 2°/oiger Salzsiiure 
und 3—4stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade. 

Baur und Barschall geben ihrer Meinung dahin Aus- 
druck, dafi bei mehrstiindigem Erwiirmen mit !/s Volumen 
Normal-HCl die Verwandlung stets quantitativ sei. Ganz anders 
spricht sich Folin in der Festschrift fiir Hammarsten aus: 
er sagt dort, daB fiir kleine Mengen bei anhaltendem Erwiirmen 
mit Mineralsiiuren eine quantitative Uberfiihrung eintreten kann, 
dafi dieselbe aber bei gréferen Mengen sehr inkonstante Re- 
sultate liefert, bald vollstandig, bald unvollstandig gelingt. Meine 
eigenen Versuche ergaben folgendes: 


Verwandlung von Kreatin in Kreatinin. 


1. Reines Kreatin. 


Versuch I. 0,1 g trockenes Kreatin in 100 ccm Wasser 
entsprechend 0,0862 g Kreatinin. 

10 cem der Loésung geben nach dstiindigem Erhitzen aut 
dem Wasserbade mit 5 cem n-HC] 7,43 statt 8,62 mg Kreatinin 
== $6,2°9/o. 

10 cem der Lésung geben nach 3stiindigem Erhitzen mit 
10 cem n-HCl 7,5 statt 8,62 mg = 87"/o. 

10 ccm der Lisung geben nach dstiindigem Erhitzen mii 
10 ccm n-HC] &,1 statt 8,62 mg = 93,96 °/o. 

10 cem der Lésung geben nach 3stiindigem Erhitzen mit 
20 ccm n-HCl 8,617 statt 8,62 mg = 99,97 °/o. 

10 cem der Lisung geben nach 5stiindigem Erhitzen mit 
20 ecm n-HCl 8,35 statt 8,62 mg = 96,07°/o. 

Versuch II. 0,1185 g trockenes Kreatin entspreclend 
0,1041 g Kreatinin auf 100 cem Wasser. Von dieser Lisung 
geben: 

10 ecm, 3 Stunden mit 10 cem n-HCl erwiirmt, 8,526 stat! 
10,41 mg = 81,98°/o. 
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10 ccm, 3 Stunden mit 20 ccm n-HC]l erwiirmt, 8,8 statt 
10,41 mg = 84,6°/o. 

10 ccm, 3 Stunden mit 5cem 25°%/oiger HCl erwirmt, 
464 statt 10,41 mg = 92,7°%/o. 


Versuch IIIf. 0.215 g trockenes Kreatin entsprechend 


wr 


0.1853 g Kreatinin in 50 ccm Wasser. 


Von dieser Lésung geben auf dem Wasserbade erwiirmt: 


10 cem 4 Stunden hindurch mit 20 cem n-HCl 28,7 statt 
37.06 mg = 77,4°)0. 


10 ccm, 2mal mit je 20 ccm n-HCl eingedampft, 28,7 statt 
37,06 mg = 77,44° 0. 
10 cem 6 Stunden mit 20 cem n-HCl 30,0 statt 37,06 mg 


— SO,95 0/0. 


Versuch [V. 0.1115 g krystallwasserhaltiges Kreatin, 
entsprechend 0,08451 ¢ Kreatinin, in 50 ccm Wasser. 

Von der Losung geben auf dem Wasserbade erwirmt: 

10 ccm 3 Stunden hindurch mit 20 cem n-HCl 16.2 mg 
Kreatinin statt 16,9 mg = 95,8 °/o. 

10 ccm, 3mal mit 20 ccm n-HCl eingedampft, 13,8 statt 
16,9 mg = 81,6°/o. 


10 cem 3 Stunden mit 10 cem 25 %/oiger HC] — 14,1 mg 
Kreatinin statt 16,9 mg = 83,1 °%o. 


Aus diesen Versuchen ist zu folgern, daf} die giinstigsten 
Bedingungen fiir eine vollkommene Umwandlung gegeben sind 
bel einer ca. O,1°/oigen Kreatinldsung durch 3—4stiindiges 
Erwiirmen auf dem Wasserbade mit der doppelten Menge Nor- 
nalsalzsiéiure:; im ungiinstigsten Falle war die Umsetzung bei 
dieser Versuchsanordnung 85°/o, im giinstigsten 100°/o. War 
die Kreatinl6sung konzentrierter als 0,10, so war die Um- 
wandlung unvollkommener, desgleichen bei stiirkerer oder ge- 
liigerer Konzentration der Salzsiiure. Die passendste Saure- 
konzentration scheint danach bei 2,5°/o Salzsiiure zu liegen. 
Diese Zahlen decken sich ziemlich genau mit den von Jaffe 
angegebenen., 
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2. Kreatin -+- Kaninchenurin. 


Probe I. a) 100 ccm normalen Urins ergaben vor und 
nach Erhitzen mit Salzséiure 40,9 und 41,1 mg Kreatinin. 

b) 100 ccm desselben Urins mit 0,1785 g krystallwasser- 
haltigem Kreatin — 0,1353 g Kreatinin versetzt. 

Von dieser L6sung geben auf dem Wasserbade erwiirmt: 

10 ccm 3 Stunden hindurch mit 20 cem n-HCl 16 mg 
Kreatinin, also vom zugesetzten Kreatin wiedergefunden 16,0 mg 
— 41mg = 11,9 statt 13,5 mg = 88,1°/o. 

10cem 5 Stunden hindurch mit 20 eem n-HCl 15,9 mg 
Kreatinin, also gefunden vom zugesetzten Kreatinin 15,9 — 
4,1 mg (Gehalt des urspriinglichen Urins an Kreatinin) = 11,8 
statt 13,5 mg = 87,49/o. 

Probe Il. a) 10 cem Kaninchenurin enthielten 4,88 mg 
Gesamtkreatinin. ?) 

b) Zu 120 cem desselben Urins 0,1185 g trockenes Kreatin 
zugesetzt entsprechend 0,103 g Kreatinin. 

Von diesem Urin ergaben auf dem Wasserbade erwiirm|: 

10 ccm 3 Stunden hindurch mit 20 ccm n-HCl 11,1 mg 
Kreatinin, also wiedergefunden 11,1 — 4,88 mg == 6,22 stat! 
8.58 mg = 72,5°/o. 

Probe III. a) 10 ccm Urin enthielten 2,9 mg Gesamt- 
kreatinin. 

50 cem des Urins wurden eingedampft, der Riickstand 
hei} mit Alkohol extrahiert, der Alkohol verjagt, der Riick- 
stand in 50 cem Wasser aufgenommen und mit Salzsdure au! 
dem Wasserbade erhitzt. 

10 cem ergaben gleichfalls 2,9 mg Kreatinin. 

b) Zu 100 cem desselben Urins 0,155 g krystallwasser- 
haltiges Kreatin zugesetzt entsprechend 0,117 g Kreatinin. Von 
diesem Urin geben auf dem Wasserbade erwirmt: 

10 ccm 4 Stunden hindureh mit 20 cem n-HC] 12,66 mg 


mi? 
ili 


') Unter Gesamtkreatinin verstehe ich die nach dem Erhitzen 
Salzsiure kolorimetrisch abgelesenen Mengen an Kreatinin, welche a's 
aus dem priformierten Kreatinin und dem aus vorhanden gewesene™ 
Kreatin gebildeten Kreatinin bestehen. 
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Kreatinin. Wiedergefunden von dem zugesetzten Kreatin 12,66 
— 2,93 mg = 9,73 statt 11,7 mg = 83,1 °/o. 

10 ccm nach Alkoholextraktion 10,4 mg. Wiederge- 
funden 10,4 — 2,925 mg = 7,475 statt 11,7 mg — 63°/o. 

c) Zu 50 ccm desselben Urins zugesetzt 0,155 g krystall- 
wasserhaltiges Kreatin entsprechend 0,117 g Kreatinin. 

50 cem zur Trockne verdampft, mit Alkohol heifi extra- 
hiert, der Alkoholriickstand mit 50 cem 2,3°/oiger Salzsiiure 
auf dem Wasserbade 3 Stunden erhitzt. 

10 cem der Losung gaben 12,09 mg, also wiedergefunden 
9165 statt 23,9 mg Kreatinin — 38,8°/o. 

Probe IV. a) 10 cem Urin enthielten 3,6 mg Gesamt- 
kreatinin, 

Das Alkoholextrakt ergab in 10 ccm 3,0 mg Gesamtkrea- 
tinin. 

b) Zu 100 ccm desselben Urins 0,06 g krystallwasserhaltiges 
Kreatinin entsprechend 0,0454 g Kreatinin. 

Von diesem Urin, auf dem Wasserbade erhitzt, ergaben: 

10 cem 3 Stunden hindurch mit 20 ecm n-HCl 8,26 mg 
Kreatinin. Wiedergefunden 8,26 — 3,6 mg = 4,60 statt 4,54 mg 
= 101,3°/o. 

10 ecem 3 Stunden mit 20 cem n-HCl eingedampft, mit 
Alkohol aufgenommen, 7,57 mg. Wiedergefunden 7,57 — 3,0 mg 
= 4,57 statt 4,54 mg = 100,6°/o. 

10 cem des alkoholischen Auszuges, mit Salzsiure 
3 Stunden erhitzt, ergaben 7,43 mg Kreatinin. Wiedergefunden 


143 — 3,0mg = 4,43 statt 4,54 mg = 97,4°/o. 
c) 50 cem desselben Urins +- 0,06 g krystallwasserhaltiges 
Kreatinin = 0,0454 g Kreatinin. 


Von diesem Urin ergeben auf dem Wasserbade erhitzt: 
10 cem 3 Stunden hindurch mit 20 ecm n-HCl 11,7 mg. 
Wiedergefunden 11,7 — 3,6 mg = 8,1 statt 9,08 mg — 89,2/o. 
10 cem nach der Alkoholextraktion 3 Stunden mit 
“com n-HC] 11,9 — 3,0 mg = 8,9 statt 9,08 mg = 98°). 
Diese Versuche mit Urin zeigen, daB die Umwandlung 
von Kreatin in Kreatinin in diesem noch schwerer erfolgt, als in 
wasseriger Kreatinldsung. Auch hier scheint die giinstigste 
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Kombination gegeben zu sein bei einem Gehalt von weniger 
als 0,1°/o Kreatin durch Zusatz von der doppelten Menge 
n-HCl. Dann wurde bei einem Gehalt von 0,09—0,045°/o Krea- 
tinin eine Ausbeute von 89—100°/o auch bei griindlicher Be- 
handlung mit Alkohol erreicht, in welchem Kreatin ja nur wenig 
ldslich ist. Deswegen sind die Resultate bei héherem Kreatin- 
gehalt und vorhergehender Alkoholextraktion viel ungiinstigere 
als ohne dieselbe. 
3. Glykocyamin ++ Kaninchenurin. 

Als dritte Reihe von Kontrollversuchen fiihre ich diejeniger 
mit Glykocyaminzusatz zum Urin an. Da bei meinen mii 
Glykocyamin gefiitterten Kaninchen das Anhydrid dieser \er- 
bindung, das Glykocyamidin, im Urin eventuell auftreten und 
die Farbenreaktion mit Pikrinsiiure beeinflussen konnte, so 
mute ich mich genau von der Grdfe des méglicherweise entste- 
henden Fehlers tiberzeugen. 

Ks sel an dieser Stelle darauf hingewiesen, daBb Griffith: 
aus dem Harn von Masernkranken Glykocyamidin dargeste|)' 
haben will. Sollte sich dieser unwahrscheinliche Befund bewathir- 
heiten, so kOénnte auch diese Verbindung im Menschenharn die 
Folinsche Methode beeinflussen. 

Auber Glykocyamidin gibt noch Aceton die Jaffe sche 
Probe, doch habe ich mich stets durch die auberordentlich emp- 
findliche Nitroprussidnatriumreaktion bei Fallen, wo Aceton in 
Betracht kommen konnte, z. B. beim Hunger, von dessen Ab- 
wesenheit tiberzeugt; und auberdem geht dasselbe als fliich- 
tiger KOrper bei Behandlung des Urins mit Salzsiure auf dem 
Wasserbade fort, so daB in den Gesamtkreatininwerten Aceton 
gewil keine Fehlerquelle bildet. Was den Traubenzucker i- 
belangt, so gibt er die Reaktion erst nach 12 stiindigem Steher 
in der Kiilte ganz schwach, wiihrend Liivulose sie deutlicher 
gibt, doch kommt diese fiir unsere Versuche nicht in Frage. 
Kbensowenig tritt die Reaktion, wie mit Riicksicht auf die be- 
stimmungen in den Muskeln bemerkt sei, bei Zusatz von Amylum. 
Glykogen und Inosit in der Kilte auf, wohl aber bei den letztere! 


') Compt. rend., Bd. CXIV, S. 496—98 u. 1382—84. 
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in der Waérme. Um den storenden Einflu8, welchen Natron- 
lauge, namentlich bei hoherer Temperatur, auf die Farbungen 
der LOsungen austiben konnte, zu vermeiden, wurde zu dem 
mit Salzsiure erhitzten Urin erst Pikrinséure zugesetzt, dann 
unter Abkiihlung mit Natronlauge neutralisiert, und darauf erst 
das librige Quantum NaOH zugefiigt. Damit wird zugleich ver- 
mieden, daf} vor Zusatz der Pikrinséiure in der warmen alkali- 
schen Losung ein Teil des Kreatinins in Kreatin zurtickver- 
wandelt wird. 

Die Kontrollversuche konnten sich also auf soleche mit 
Glykocyamin bezw. Glykocyamidinzusatz beschrinken. 

Das Glykocyamidin lat sich vom Kreatinin unterscheiden 
durch die Nitroprussidnatriumreaktion, wie Jaffe!) und Korn- 
dérfer?) angegeben haben, indem der durch das erwahnte 
Reagens und NaOH entstandene rotliche Farbenton durch Zu- 
satz von etwas Eisessig dunkler rot wird, wahrend Kreatinin 
vollig entfirbt wird. 

Die Reaktion wird am besten folgendermafen angestellt. 
Zu 2cem der Glykocyamidinlésung werden 5—7 Tropfen einer 
ca. 5°/oigen Nitroprussidnatriumlosung zugeftigt, dann die ent- 
sprechende Tropfenzahl 10°/oiger NaOH. Nach ca. 1 Minute 
wird tiber dem Sparbrenner einer Bunsenflamme leicht auf ca. 
25—-30° erwairmt, dann abgekiihlt und tropfenweise Eisessig 
unter lebhaftem Umschiitteln zugesetzt. Schon nach dem ersten 
bis dritten Tropfen tritt dunklere Farbung auf, die manchmal 
in purpurviolett iibergeht. Bei den sehr hochgradigen Ver- 
dinnungen verschwindet die dunklere Fiirbung auf Zusatz von 
mehr Eisessig, lii}t sich aber wieder hervorrufen durch Zusatz 
von NaOH und abermaliges vorsichtiges Versetzen mit Eisessig. 

Unter Wahrung dieser Kautelen gab eine Lésung von 
nicht ganz reinem, nach Korndérfer dargestellten Glykocy- 
amidin,®) dessen Stickstoffgehalt nach Dumas zu 24,8. statt 
29,.9°/9 gefunden wurde, noch in der Verdiinnung von 1 : 15000 


] 
| 


‘ie Farbenreaktion. 


') Drese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 439. 
*) Arch. der Pharmac., Bd. CCXLII, S. 373. 
| Vollkommene Reindarstellung gelang mir nicht. 
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Die quantitative Bestimmung mittels der Pikrinsaurereak- 
tion geschah in gleicher Weise wie beim Kreatinin. Die he- 
treffenden Lésungen wurden mit 15 ccm 1,2°/oiger Pikrinsiiure 
und 5 cem 10°/oiger NaOH versetzt und auf 500 ccm nach 
einiger Zeit mit Wasser aufgefiillt. Dabei ergab sich, dab, mit 
der ®/2-Kaliumbichromatl6sung von 8&8 mm Schichtdicke. ver- 
glichen, 0,04 g Glykocyamidinlésung eine gleich intensive Fiir- 
bung zeigten wie 0,021 g Kreatinin bei einer Schichtdicke 
zwischen 6—10 mm. 

In dickerer Schicht andert sich die Farbennuance der 
Glykocyamidin-Pikrinsiéureldsung gegeniiber der Kaliumbichro- 
matlOsung auberordentlich, indem die erstere eine viel dunklere 
rote Firbung annimmt als eine entsprechende Kreatinin- oder 
Kaliumbichromatl6sung. Auch hinsichtlich der Zeitdauer, nach 
welcher das Maximum der Fiirbung erreicht wird, verhalten 
sich Kreatinin und Glykocyamidin verschieden. Wahrend beim 
Kreatinin nach 1/4 bis !/2 Stunde die Fiarbung den Hohepunkt 
erlangt und dann oft wieder abnimmt, steigt bei allen von mir 
untersuchten Glykocyamidinpriparaten die Intensitiit der Fiir- 
bung sehr langsam und kommt erst nach etwa 12 Stunden auf 
das Maximum, um sich mehrere Tage auf dieser Hohe zu halten. 
Eine halbe Stunde nach Zusatz von Pikrinsiiure und NaOH 
ergab die kolorimetrische Bestimmung nie eine hohere Fiirbekratt 
als 1:2, verglichen mit der des Kreatinins, d. h. 20 mg Glyko- 
cyamidin zeigten den gleichen Wert wie 10 mg Kreatinin. Ob- 
gleich in den spiiter angefiihrten Versuchen nach dem Ausfall 
der Priifung auf Glykocyamidin durch die Nitroprussidprobe 
eine sehr erhebliche Beeinflussung der kolorimetrischen Krea- 
tininwerte durch Glykocyamidin nicht zu erwarten war, *0 
muBte doch die Intensitét der Umwandlung durch Salzsiure 
genauer festgestellt werden, und dazu diente die folgende Serie 
von Kontrollbestimmungen. 


3. a) Wirkung der Salzsiiure auf Kreatin und Glykocyamin- 
umwandlung. 


Versuchl. a) 50cem Wasser + 0,068 g trockenes Kreatin 
entsprechend 56,58 mg Kreatinin 3 Stunden auf dem Wasser- 
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bad erwarmt, ergaben 45,0 mg Kreatinin statt 56,58 mg = 
79.5 %/o. 

b) Dieselbe KreatinlOsung bei Zusatz von 0,1 g Glyko- 
cyamin ebenso behandelt, ergab 46,02 mg Kreatinin § statt 
56,5 mg = 81,3°/o. 

Versuch II. a) 75 ccm Kaninchenurin ergaben kolori- 
metrisch 7,13 mg Gesamtkreatinin. 

b) 75 cem desselben Urins ++ 0,0658 g trockenes Kreatin 
ergaben nach 4stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade mit 
20 cem n-HCl 64,53 — 7,13 mg = 56,37 statt 56,58 mg = 
44 6/0, 

Nach 3stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade mit 
20 eem n-HCl 49,78 — 7,13 mg = 42,65 statt 56,58 mg = 
75,3 °/o. 

c) Dieselbe Urinmischung nach Zusatz von 0,1 g Glyko- 
cyamin ergab nach 3stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade 
mit 20 ceem n-HCl 49,78 mg Kreatinin — 7,13 mg = 42,65 
statt 56,58 mg = 75,3 °/o. 

Versuch III. a) Normaler Urin ergab in 100 ccm 24 mg 
Gesamtkreatinin —= 6 mg in 25 cem Urin. 

b) 25 cem Urin +- 25 ccm Wasser mit 0,05 g krystall- 
wasserhaltigem Kreatin versetzt, entsprechend 37,9 mg Kreatinin. 

10 ecm davon mit 20 ccm n-HCl 3 Stunden auf dem 
Wasserbade ergaben einen Kreatiningehalt, auf 50 ccm berechnet, 
von 43,9 — 6 mg = 37,9 statt 37,9 mg = 100°/o. 

c) Die gleiche Urinkreatinldsung wie b) + 0,2 g Glyko- 
cyamin. 

10 cem davon wie bei b) behandelt, ergaben 46,8 mg 
Kreatinin — 6 mg = 40,8 statt 37,9 mg = 108°/o des zu- 
gesetzten Kreatins. 

Ks kamen also hier 3 mg, auf Kreatinin bezogen, auf Rech- 
nung von Glykocyamidin. Da dasselbe nur den halben kolori- 
metrischen Betrag liefert, wie das entsprechende Kreatinin, so 
waren also 6 mg Glykocyamidin vorhanden, d. h. es sind 7,14 mg 
‘lykocyamin verwandelt worden, von den zugesetzten 0,2 g 
3,.9'/9 — ein Prozentsatz, der gegeniiber dem umgesetzten 
Areatin eine geringe Rolle spielt. 
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Kine weitere Serie von Kontrollversuchen sollte entscheiden. 
inwieweit die vorherige griindliche Extraktion des abgedampften 
Urins mit kochendem Alkohol den durch etwaige Verwandlung 
von Glykocyamin in Cyamidin bedingten Fehler beseitigen kann. 
weil dies fiir die Verwertung der spiter nach Glykocyamin- 
fiitterung gefundenen Resultate von Bedeutung ist. 


3. b) Salzsiiurebehandlung von Glykocyaminurin mit und ohne 
vorherige Alkoholextraktion. 


Probe [. a) 100 ccm normalen Urins ergaben einen (e- 
samtkreatiningehalt von 32,9 mg. 

100 cem Urin nach der Alkoholbehandlung und nachtriig- 
lichem Erhitzen mit der doppelten Quantitét n-HCl] ergaben 
30.01 meg. 

b) Derselbe Urin + 0,1 g Glykocyamin auf 100 ccm ent- 
sprechend 0,0846 g Glykocyamidin. 

10 cem davon, 3 Stunden mit 20 cem n-HCl erwiirmt. 
ergaben, auf 100 ecm berechnet, 39,85 statt 32,9 mg. Also sind 
6,95 mg, d. h. ea. 17°/o Cyamin verwandelt. 

50 ccm desselben Urins zum Sirup eingedampft, mit Alkoho! 
extrahiert, der Alkoholriickstand in Wasser gel6st und mit dem 
doppelten Quantum n-HCl 3 Stunden erwiirmt, ergaben 31,98 mg 
auf 100 mg berechnet, statt 30,1 mg, d. h. 1,88 mg Glykocya- 
midin — ca. 4,5°/o sind umgesetzt. 

c) Derselbe Urin -+- 0,2 g Glykocyamin auf 100 ecm ent- 
sprechend 0,177 g Glykocyamidin ergab ohne vorherige Alkoho!l- 
extraktion 35,3 mg Kreatinin statt 32,9 mg, d. h. 2,4 mg kommen 
auf entstandenes Glykocyamidin entsprechend etwa 3°/o des Z- 
gesetzten Cyamins. 

Die gleiche Mischung nach Alkoholextraktion ergab 50, + mg 
Gesamtkreatinin statt 30,1 = 0,3 mg aus Cyamin, d. fh. © 
0.5°/o verwandelt. 

Probe Il. a) Normaler Kaninchenurin ergab ohne Alkohol- 
behandlung 16,5 mg Gesamtkreatinin in 100 ccm. 

Desgleichen mit Alkoholbehandlung 13,0 mg = Gesami- 
kreatinin. | 
b) Zu 100 cem Urin 0,22 ¢ Glykocyaminzusatz entspreclen? 
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0.186 g Cyamidin. Bei sofortigem 3stiindigen Erhitzen mit dem 
doppelten Quantum n-HCl ergab sich 22,8 mg in 100 statt 
15.3 mg, d. h. 6,5 mg Kreatinin sind auf Glykocyamidinent- 
stehung zu rechnen, entsprechend ca. 7°/o des zugesetzten 
(lykoeyamins. 

Bei der gleichen Behandlung nach Alkoholextraktion ergab 
sich 13,38 mg statt 13,0. Also sind 0,38 mg, d. h. ca. !/2"/o 
des zugesetzten Glykocyamins verwandelt. 

Das Resultat war also folgendes: Bei Anwesenheit von 
‘iykoeyamin im Harn wird ein Teil durch Salzsiiure in das 
Anhydrid verwandelt und beeintrachtigt die Folinsche Methode 
etwas. Dureh vorausgehende griindliche Extraktion mit Alkohol, 
durch welehen Kreatin, wenn es nur in kleiner Menge vorhan- 
den ist, nahezu vollstindig, Glykocyamin dagegen fast gar nicht 
celist wird, laBt sich dieser Fehler erheblich verkleinern. 

Das Ergebnis der gesamten Vorproben sei hier 
nochmals kurz zusammengefabBt. 

1. Zur Umwandlung in Kreatinin wird am _ besten eine 
Lisung von etwa 0,1°/o Kreatin mit der doppelten Menge 
n-HC] 3—4 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. 

2. Durch Zusatz von Glykocyamin zum Urin, dem zugleich 
Kreatin zugefiigt ist, werden die erhaltenen Kreatininwerte 
wenig beeinfluBt. 

3. Die Extraktion mit Alkohol vor dem Erhitzen mit Salz- 
siure beeinfluBt das Resultat der Bestimmungen nicht wesent- 
lich bei emem Prozentgehalt von weniger als 0,1 Kreatin. Bei 
hoherem Prozentsatz an Kreatin fallen die Kreatininwerte nach 
Extraktion mit Alkohol geringer aus als ohne diese. 

4. Die geringen nach Glykocyaminzusatz durch die Ent- 
stehung von Glykocyamidin entstehenden Fehler in der kolo- 
rimetrischen Bestimmung des Kreatinins konnen durch vor- 
herige Alkoholextraktion fast vollig beseitigt werden. 

9. Der Nachweis von Glykocyamidin mittels der Nitro- 
prussidnatriumprobe lift sich noch bei einer Verdiinnung von 

19000. fiihren. 

Im folgenden habe ich mich an diese Regeln gehalten, 

‘cilweise wurde Alkoholvorbehandlung eingeleitet, teilweise ohne 
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diese mit Salzsiure erhitzt, mehrfach beide Methoden paralje! 





ausgeftihrt. 






Einfluf{B der Nahrungsentziehung resp. Verminderung 


auf die Ausscheidung von Kreatinin und Kreatin. 






Zunichst war zu entscheiden, ob Einschriinkung oder ty- 
tale Entziehung der Nahrung auf die Kreatin- bezw. Kreatinin- 
ausscheidung eines Tieres eine Wirkung ausiibe. Diese Frag 
mul u. a. deshalb erértert werden, weil die Kaninchen wiihrend 
der Glykocyaminperiode bisweilen weniger, mitunter einen Tag 
gar nichts fraben. Bis die Tiere normalerweise bei derse|hen 
Nahrung zu gleichmibiger Kreatininausscheidung kommen, dauer! 
oft lange, und so mufbte ich 1—2 Wochen hindurch Vorbe- 
stimmungen bei festgesetzter kreatin- und kreatininfreier Nahrung 
machen. ‘Teils erhielten die Kaninchen Mohrriiben, teils Kar- 
toffeln, andere im Sommer Kohl. Zuletzt habe ich einige tig- 
lich mit Milch, die fast vollig kreatininfrei ist, gefiittert, we 
ich dadurch von der willkirlichen Nahrungsaufnahme der Tiere 
vollig unabhiingig war, und die Resultate so absolut unbeen- 






























flubjt durch Nahrungsenthaltung blieben. 

Der Urin wurde jeden Morgen zu gleicher Zeit, sower' 
er nicht spontan entleert war, abgedrtickt, und vom ganzen 
vorhergehenden Tage gesammelt, so dai die an dem in de! 
Tabelle bezeichneten Tage erhaltenen Urinmengen die (e- 
samtausscheidung des vorhergehenden Tages bedeuten. Etwaige 
Nahrungs- oder Fiitterungseinfliisse entfalten also ihre Wirkunz 
erst im Urin des folgenden Morgens. 

Das Kaninchen des Versuchs I (s. Tabelle I) steht 

Fiitterung mit etwas ungleichen Mengen Kartoffeln auf eine! 
ziemlich gleichmiébigen Kreatininausscheidung zwischen 7* 
85 mg pro die und scheidet in der Vorperiode nur an einem 
Tage 12,1 mg Kreatin aus, was mit dem an diesem Tag: 
geschiedenen Kreatinin eine Gesamtausscheidung von 7 !- 
ausmacht, also sich in den Grenzen der Vorperiode ha''. 

Am Morgen des vierten Tages wurde Nahrung und \\es> 
entzogen. Obwohl die Urinmenge erheblich sinkt und di 


Shallioa 
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Kurve I 


Tabelle I: Hungerversuch. 








me (iesamt-Kreatinin. Kreatinin praformiert. ---~- Kreatin 
Anm.: Vom 10.—14. Tage Bestimmungen unterbrochen, punktierte Kurve 


tion von der alkalischen zur sauren tibergeht, tritt doch ken 
Kreatininvermehrung ein, sondern die Kreatinwerte ste 
vom ersten Tage an deutlich auf 25,9 mg, um am_ vierter 
Hungertage den Wert von 56,5 mg zu erreichen. Am finilen 
Tage, als das Tier schon wieder Nahrung erhielt, erhebt sich 
die Kreatinausscheidung noch mehr. Am zehnten Versuchstaze 
trat ein Blasenprolaps auf, und das Kaninchen wurde at 
Versuch gesetzt. Zwei spiitere Bestimmungen an dem inzwischien 
operativ geheilten Tiere ergaben Werte, welche denen der Vor- 
periode nahe kommen. 

Ein zweiter Versuch bei einem Tiere, das hungerte, 7°12! 
ganz iihnliche Verhiiltnisse. (Tab. I, Kurve 2.) 

Uber einen dritten Versuch, der den groBen Eintlu! 
Hungers zeigt, sei in der Tabelle III, Kurve 3 (S. 243 1.21! 
berichtet. 


_ 
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Tabelle II. 























Kaninchen. — Hunger. 
Kolorimetrische 
Tier- Bestimmung ; 
Urin-  Spezif. _,. |Préfor-, Ge- | easel 
Tag a ot Nahrung  &®- [miertes samt- Krea- 
menge Gewicht wicht| Krea- Krea- we kungen 
tinin tinin 
ccm Reaktion g mg mg mg 
1012 DOW) o . ed ‘ 
360 a 2 YOBD5 DD. he tO 
alkal. Mohrriiben sated er 
, O1: . 
MIO L013 L990 7 105.9 100.3 ‘2 
alkal. 
1O11 ” sd 
, ¢ ‘ ‘ > 
4M) 2POOO 95.5 107.0 34 
alkal. , 13.6 
B OLO oe 4 
S00 2030 105 89,0 10.1 
alkal. 
; O10 - 2 . _ 
350 101 Hunger 2O0D4 74.0 78.0 £6 
alkal. 
()P 
6 199 | 1020 1840] 68.0 1334. 75.9 
neutral 
on (2 rs ied ~_— , “i ‘ 7 Ss 
- 999 | 1021 | 16351 57.0 240.0 223.9 | 7 abends 
sauer 6 Uhr 








Die erhohte Kreatinausscheidung beim Hunger setzt erst 
‘was spater ein, als in den frtiheren Versuchen, steigt aber 

i unn zu ganz enormen Werten. 

: Ob beim Hunde und Menschen die Verhiiltnisse beim Hunger 
hinsichthech der Kreatinausscheidung fihnlich legen, wage ich 
nicht ohne weiteres zu behaupten. Die Versuche von Voit?) 

Hunde lassen keine Gesetzmiébigkeit erkennen beziiglich 
vermehrter Kreatinausscheidung. Dagegen sezernierten Voits 
tiere nach Leimfiitterung fast nur Kreatin und beinahe kein 
Areatinin, was Voit auf das Alkatischwerden des Urins bezieht: 
(sachlich fand er nach Darreichung von Natriumacetat, wo- 

der Hundeharn alkalisiert wurde, den Kreatingehalt ge- 

wert. Beim Kaninchen tibt, wie schon hervorgehoben, die 

virnreaktion nur geringen oder gar keinen Einflufi auf das 
eevenseltige Verhiiltnis von Kreatin und Kreatinin aus. 


') Zeitschrift fiir Biologie, Bd. IV. 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. It 
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zu Tabelle Il: Hunger- 
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Fir den Menschen 


eine grobere Zahl von Bestin- 
mungen vor. Baldi?) stellte | 


dem Hungerkiinstler Sueci \ 


rend 30tigigen Fastens die Kyes 
tininausscheidung nach Ni 
bauer fest und fand, dal) nach 
dem siebzehnten Tage nur noc! 
Spuren davon im Urin vorhian- 
den waren. Baldi hat aber keine 


Kreatinbestimmungen gem: 


Pietro Groceo?) fand 
Hungerzustande nur 0,15! 
Kreatinin beim Menschen. 

Van Hoogenhuyze 
Verploegh?)  bestimmten 


! 


(Tey 
Y 


der Hungerktinstlerin Toska 1 
tels der Folinsehen Meth 


die Kreatininwerte und_= ts 


regelmiifige Abnahme wali 
des Hungers. Leider haben 
es jedoch unterlassen, o1)\\ 
durch zahlreiche Beobachites 


sichergestellt ist, da auc! 


ausgeschieden werden kai. 


Kreatin zu priifen. 


Vielleicht sind die hohen 
Werte des Aminosiiurens!ic: 
stoffs (Stickstoff der dureh [li 


phorwolframsiiure — nich! 
baren Harnbestandteile 


Zentralblatt fiir klin. Medizin, Bd. X, S. 65. 
Malys Jahresbericht, Bd. XVI, S. 197. 
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Kurve II] 
zu Tabelle Ill: Hungerversuch mit Wasserzufuhr. 


pot red Be vs SS 
Re a ee ee eee ee ee ee 

. I a Saal be? Se ‘ oo Vv sl 1 ee | | oan — r 
= Runge bea Wasssenpubr 7 
—__— Gaoamt Mrzatinan nach Hee Rebandlang poenemncmnie CLR 


EE a 


Neatinn praeformieet 


Brugseh!) besonders am Ende der Hungerperiode bei Su 
erhielt, zum Teil auf eine Kreatinvermehrung zu beziehen 

Im Gegensatz zu den hier angefiihrten Versuchen. 
welchen die Tiere auf vollstaéndiges Hungern gesetzt wa 
stehen solche mit teilweiser Nahrungsentziehung (Tab. IV 


') Zeitschrift fiir experimentelle Pathologie und Therapie, fd 


S. 419, 











Tabelle LV. 





Kolorimetrische 
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- Tier- Bestimmung 
Urin- | 7 Prifor-| Ge- 
© Nahrung|miertes|) samt- |; Krea- Bemerkungen 
menge wicht Krea- | Krea- | |: 
EEL teen tin 
tinin | tinin | 
ecm g mg mg mg 
> j > 4A) py ’ - > > ~ 
| 196 |2260 4.) © | 695 § 828 | 154 
Riiben 
an | 400 g : ; - 
2 | 300 | 2236) * ® | 69.0 | 82.0! 15.0 
Riiben 
2 310 
, | 985 2208 2198 1 e390 B30] oO 
Riiben 
220 2210 Hunger | 68,0 64,9 ? 200 ccm physiol. Koch- 
salzlésung 
~ ,~ ~ 110 g gic FE > ») ro} 4 
d. | 145 2156 pip ty | 449 51,1 7,6 | 200 ccm physiol. Koch- 
salzlésung 
. | 280 ¢g sig wi ‘ r 
6, m0 | 24951 =... .° 70.0 64.0 ? 200 ccm physiol. Koch- 
Riiben afte 
salzlésung 
_ ? 44K) a ~~ aA~ 
i 860 | 3120) on... ° 65,0 65,7 0) 
Ruben 
40) if ~ ve ~ 
, 300 21928, #9 2 | 520 | 63.0) 12,7 
Riiben | 
4 () o yor ee 
9 | 299 2146) *9 £ | 613 | 613) 0 
Riiben 


Bei diesem Kaninchen war bei voriibergehender Nahrungs- 
entziehung und Eimschriinkung kein erkennbarer EinfluB aut 


die Kreatininausscheidung zu beobachten. 
Das gleiche Resultat ergibt sich aus einer andern Ver- 
suchsreihe, die zunéchst andere Fragen entscheiden sollte (s. 
Tabelle VII Nachperiode). 


Kurz kénnen wir die gesamten Ergebnisse dieser Nahrungs- 


versuche 


dahin 


formulieren, 


dah 


beim 


Zerfall groberer 


Mengen KoérpereiweiB Kreatin im Harn des Kanin- 


chens in steigenden Mengen auftritt. 


“sheidender gestalten.!) 


Auf Grund der durch die angefiihrten Versuche erhal- 
‘tenen Kenntnis von dem Einfluf8 des Hungers auf die Krea- 
‘ininausscheidung lieben sich die Glykocyaminversuche — ent- 


Vgl. dazu die Bemerkungen Jaffes, S. 451 seiner Arbeit. 














G. 





Dorner. 









Versuche mit Glykoeyamindarreichung. 


Es wurde zuniichst an Kaninchen, die gleichmiébige Krea- 





tininmengen eliminierten, teils reines Glykocyamin, tells dessey 





salzsaures Salz verfiittert. Das Priiparat war nach dem Ver- 
fahren von Neneki und Sieber mit den von Jaffe an- 
gegebenen Modifikationen dargestellt. Der Urin eines Tages 
wurde jedesmal ganz frisch auf priiformiertes Kreatinin und 







auf Gesamtkreatinin verarbeitet. Um den Ubergang von Glyko- 





ceyamin bei dieser Bestimmung zu vermeiden, wurde mehrfac., 








wie yvorher erwihnt, die Alkoholextraktion eingeleitet. d. hy. se 


bO com des Urins wurden zu dickem Sirup eingedampft, vier- 





mal mit viel Alkohol kochend extrahiert. die AlkohollOsune 
blieb zur Klarung 12 Stunden stehen; sie wurde abfiltriert 
und cingedampft. Der Riickstand wurde wieder in d0 com 
Wasser geldst und 10 cem der Lésung mit 20 cem = n-HC! 
3—4 Stunden erhitzt. Auberdem wurden drei Portionen des 
Urins bei saurer, alkalischer und neutraler Reaktion einge- 
damptt, dann mit Alkohol extrahiert, der Alkohol verjagt, in 
Wasser der Riickstand gelost und direkt ohne Erwiirmen 1 
Salzsiiure kolorimetrisch geprtift. Der Rest) der gesamme!te 
Urine wurde auf unveriindertes Glykocvamin verarbeitet, mac! 
dem von Jaffe angegebenen Verfahren. Da die Tiere 
wiithrend der Glykocyaminperiode Durchfallhatten, der schwiicliend 
auf sie wirken mufte und auch fiir das reine Auffangen 
Urins hinderlich war, so wurde in den spiiteren Versuchen d:- 
Glykocyamin in Gummildsung gereicht, welche an sich keine! 
Kinflufs auf die Kreatininausseheidung hat, und dadurch 
Durchfall verringert resp. aufgehoben. Der Kot wurde au 
Glykocyamin nach der Jaffeschen Methode gepriift, ohne du 
es mir gelang, dasselbe daraus zu gewinnen. 

Da sich beim Kochen mit Salzsiiure der Urin triibte unt 
dunkle Flocken fallen lie}, so wurde der so behandelte Har 
abfiltriert und gut nachgewaschen: Ofter trat auch noch tn 
mit Pikrinsiiure und Natronlauge versetzten und auf 500 
aufgefiillten Harn ein flockiger Niederschlag (zum Teil [> 
phate) auf. In solchen Fiillen wurde gleichfalls filtriert, 
Kliissigkeit aber erst verwendet, nachdem das Filter dr 





. . r * . . . | aa 
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geliillt worden war, damit nicht etwa Verluste durch das Ver- 
bleiben geringer Farbstoffmengen im Filter herbeigefiihrt wiir- 
fen. Auf die Eigenfarbe des Urins wurde keine Riicksicht ge- 
mmen, da sie bei der starken Verdtinnung kaum bemerklich 
war und auch der mit Salzsiiure dunkel gefiirbte Urin bei der 
Filtration zum groften Teil entfirbt wurde. Manchmal zeigte 
ler Urin nach der Behandlung mit Salzsiiure geringere Krea- 
tninwerte als urspriinglich, ohne dab etwa Aceton vorhanden 
sewesen war. In solchen Fiéllen handelte es sich wohl um eine 
seringe Zerstorung von Kreatinin mittels Salzsiure oder Riick- 
yverwandlung in Kreatin, doch sind diese Verhiiltnisse bisher 
h nicht vollig aufgekliirt. 

Im ersten Versuch (Tab. V, Kurve IV) bekam das Kaninchen 
(W0—9590 g Mohrriiben tiglich. Wéahrend der Glykocyamin- 
‘illerung frab es weniger, doch zu vollkommenem Hungern 
kam es bei keinem der Tiere, so daB die Versuchsresultate 
durch diese Einschriinkung der Nahrung als unbeeinflubt an- 
gesehen werden konnen, wie vorher gezeigt ist. 


Kurve [V 











zu Tabelle V: Glykoeyaminversuch. 

wi/lz{[s3l4 15161718 |9I|\A|W|R|4|b|417|0 19) 
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Kanir 
Kolor t 
Morgens ae 7 
— opez. Nahrung 
sesam- Tier- re \ 
' Gewicht. Prafor- | 
Ta melte Mohr- Gesam!t- 
Ur alicd miertes K raatin 
riuben 4 _ . Kreatinin 
menge Kreatinin 
alkalisch 
ccm g gf mg mg 
1 ASO) 1012 2370 4K) 63.6 111.7 
2 410 1012 2270 HOO 113.7 110.0 
3 340) 1012 2250 450 93.0 105.0 " 
{ 375 1012 2240 500 95.0 99 5 Q 
y 390) 1O11 2932 DOO 80.0 R30) Q 
6 370 1011 2215 500 83.3 113.3 Q 
7 B50 1013 2208 DDO 931 125.7 ’ 
s B38) 1012 PP0O 5dDO Q().O) Oy | 
y 39) 1O12 2180 590 86.6 1224) : 
10 4-4) Lol 2185 5dDO 101.0 133.9 
11 4A) L011 2176 525 79.8 100.0 =, 
12. 4) 1010 2170 300 49 () POG? lv 
13. 310 1012 2160 230 970) POL z 
14 2A) L017 2090 5d0 100,2 2500 i : 
1d 460 1012 2110 5D0 QR 2 26? 2 : 
lb. t2D 1013 2128 HDO 100.8 170.0 . NW) 
17 450 L010 YORO DDO 113.8 141 
[k. 335 1013 2128 DOO 94.3 {02 . 
19. AW) 1013 2080 OO 84.8 84.5 


‘\ In diesen beiden Fallen 





war der Urin mit HCl-Zusatz einge:! 


und ich setze bei der Berechnung statt derselben die ohne Alkol 


reaktion gaben. 
Die weiterfolgenden Zahlen sind korrekt gewonnen, durch & 








_minfitterung. 
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is 








iextraktion vorhergehend 


¢ 


neutral 


eingedampft. 


Kreatinin 


Gesamt- 


kreatinin 


Bemerkungen 











mg mg 
f Der hohe Kreatingehalt ist wohl auf den 
— Ubergang von der Hafer- zur Riiben- 
| futterung zu beziehen. 
—_ 1035.0 
46.1 102.6 
K2 4 85S 
66,0 115,2 
91,0 128.2 
76.0 9-4,0 
&3,8 104.0 
115,7 126.9 
Erhalt um 10,2 und 7 Uhr je 1 g mit Soda 
80,0 108.0 neutralisiertes salzsaures Glykocyamin 
| in Wasser gelist per Schlundsonde. 
197.0 273.91 f Erhalt in gleicher Weise 3 ¢ salzsaures 
, ] Glykocyamin. — Durchfall. 
239 () 298 () f Erhalt ebenfalls 3 ¢ salzsaures Glyko- 
iia )  cyamin. — Durchfall. 
164.4 PROB 
262,2 
102,9 151,0 
100,7 136.0 
83.0 GY) () 
H1.8 790 


t Alkohol extrahiert 
imtkreatininwerte. 


wobel 





Es sind daher diese Resultate nicht einwandsfret, 


die Filtrate sicher keine Glykocyamidin- 


extraktion erhaltenen wisserigen Auszuges mit Salzsiure. 











G. Dorner, 











Fir die Umwandlung von Glykocyamin in Kreatin leh 
die angefiihrte Versuchsreihe folgendes: 
Gegentiber einer taglichen Gesamtkreatininausscheidung 






von 94-133 mg in der Vorperiode steigen in der Versuchs- 
periode die Werte auf 202—281 mg, um im Laufe von dre; 
Tagen allmiihlich zur Norm zurtiickzukehren. Vermehrt ist ni 







das Kreatin, nicht das priiformierte Kreatinin. 





Nimmt man als tighchen Normalwert des Gesamtkreatinins 
112 mg an. so betriigt die Mehrausscheidung wihrend der sechs 






Tage, die als Versuchspertode zu rechnen sind, 64.5 mg. Danac, 





wiiren D84 mg, doh. 8.5°%/o des verfiitterten Glykocyamins 





Tierkorper methyvliert worden. Dabei ist vorausgesetzt, di 





ales Glykocyamin resorbiert wurde, da im Kot nichts aufye- 





funden werden konnte, und auch der Stickstoffgehalt des Kotes 
nur eine Vermehrung von 0,11 g auf 0,145 pro die zeigte. 
Dem kinwande, dali das Glykocyamin ein Gift sei, dur 
welches die Muskelsubstanz zum Zerfall gebracht werde, also 
das ausgeschiedene Kreatin nur aus zerfallener Muskelsub- 


+ 








stanz stamme, kOnnen wir durch den Hinweis auf die geringe 
Korpergewichtsabnahme des Tieres begegnen; dasselbe ver 
withrend der Vorperiode in 12 Tagen 200 g und in den seclis 
Tagen der Versuchsperiode 100 g. Immerhin war es wii- 
schenswert. auch mit Riicksicht auf die gleichartigen Folgen 
der Glykocyaminfiitterung und der Inanition auf die Kreati 
ausscheidung den Einwand eines gesteigerten Gewebszertal! 
mit aller Sicherheit zu widerlegen. Es wurden daher in dc 
folgenden zwei Versuchen” Stickstoffbestimmungen gemicl! 
Bei einem zu exakten Stoffweehselversuchen so ungeeigneten 
Tiere. wie dem Kaninchen, bezwecken diese Bestimmunger 
nur auszuschliefben, daB eine Mehrausscheidung von Sticks! 
stattgefunden habe, welche nicht durch den im Glykocyami 
zugefiihrten Stickstoff gedeckt, und welche also notwendig 
Zerfall von WKorpereiweib zuriickzuftihren ware. 

Auch im zweiten Versuch (Tab. VI und Kurve V, >. 20! 
und 252) ist die Mehrausscheidung von Kreatin nach der Gly 
cyaminfiitterung, deren Wirkung bis zum sechsten Tage an! 


sichergestellt. 
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Ich verzichte darauf, aus den Stickstoffausscheidungen in 
kot und Harn eine Berechnung tiber die resorbierte Gly kocyamin- 
menge anzustellen, da eine solche mit zu vielen Unsicherheiten 
hehaftet sein dirfte. Die betrachthche Stickstotfvermehrung im 
Kot ist wohl zum Teil auf den Durchfall zu beziehen, zum Teil 

elleicht darauf, dali in diesem Falle nicht alles Glykoeyamin 
resorbiert wurde, wenn auch die Isolierung der Substanz aus 
Exkrementen nicht gelang. 

Die gesamte Mehrausscheidung an Gesamtkreatinin betrug 
37 mg entsprechend 349 mg Glykocvamin. Es wiiren also 
miter der, fiir meine Folgerung sicher zu ungiinstigen Annahme, 
dali alles Glykocyamin resorbiert war, 4,64°/0 im TierkOrper 
methyhert worden. Fur einen Mehrzerfall von Korpereiweil 
“ijt sich aus den Stickstoffbestimmungen im Urin kein Anhalts- 


inkt gewinnen. 


Kurve V 


zu Versuch V1, Glykocyaminversuch. 
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Kaninchen von Versy 

















Morgens 








Spezif, | Nah- Stickstomr 
— "KSLOT] sf 
gesam- Tier- 
Gewicht. rung . 
Paw melte | 7 
Uri | gewicht | Mohr- 
rin- Reaktion © re 
_ Urin 
ruben 






menge 






alkalisch 







cem 








1011 2040) 





0,61 4 











1011 





2037 500 0,652 Lid 












1009 





2040 =| ~~ 500 ' 0.868 gi 











1009 2020 500 | 0,712 ing 





1011 2013 500 1 Q.852 (94 



















(} 390 — 1011 2040 =| ~~ 500 0.627 
7 620 / 4009 2008 =| B00 0.825 
8, 590 L010 1990) | B00 | 0,925 
9 | = 450 1010 1996 =| 500 | 0,929 
10 t15 1010 LO95 d0O 1.353 
11. 360) 1012 2035 DOO O.856 
1? 400) 1013 1990 OO 0,730 
13. 4K) 1011 2000 500 (0). 742 
2030 5OO 0.579 





LOO 
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Kolorimetrische Bestimmung 





Alkoholextraktion des Urins 
n " a 
Kreatinin 
Urin alka-| ,-.- ; —e , 
Kreatin |}isch ein Urin neutral ein- Bemerkungen 
~t S . l 5 - 
vesaml see - 
prifor- prafor- 
miert miert gesamt 
meg mg mg mg mg 
4 62,5 () 16,9 03,2 O94 
9 43 0 0) 8.7 ROO 86.2 
9 L016 24,7 73,8 83.7 82.0 
ng GOS RS t7.0 DOO 75.0 
(a TAA) I K2 6 Ss.) S20) 
a . _ f 3¢ Glykocyamin 
J S-£.0 3.0 he Bee O00 79.1 
| innerlich. 
- oe a a f 2 ¢ Glykocvyamin 
~4 146.9 Dd,6 100.0 89,7 127,9 | ee 
\ innerlich. Durchfall. 
t . (oo) 6f 242 ¢ Glykocyamin 
192.5 118.0 GR 8 124.0 176.7 ; 
linnerlich. Durchfall. 
‘4 154.0 101.0 79.9 102.0 129.5 Durchfall. 
rloren _ 100.0 168.0 152.0 
2 495 691 RO.4 114.3 
149.0 51,7 85.1 122.3 145.2 
() 13.9 RH 86.1 95,3 
QO 11.6 63.0 69.0 64.0 















































NR anine 1 (3 ‘ 
kK Be ; 
Morgens Spezif. SUCK- |... r a eas 
i "I Nahrung stofl Lier- Kreatinin : Alkoholextraktion 
Tag gesammelte, Gewicht | Nahrung a ge- wey | rinneutraleingedamp! — somerkungen 
baie 86 wicht JPrifor- ger Kreatinin Kreatin 
| Urinmenge Reaktion Griinfutter Urin miert samt | priformiert — gesamt 
| ecm alkalisch g iD g mg my ng mg meg 
1. 310 1023 SOO 1.365 2780 J 112.0 112.0 — 0) 
2. | AO) 1024 800 1.624 2810 | S84 R80 ? 
3. | 375 1021 800 1,612. 2790 [104.9 102.6 o ? 
Rs 4. 365 1020 800 1,635 2690 PILLS 120.6 -- 104 
PA De 380 1027 SOO 1914 2695 11303 133.0 3.1 
~ 6. 420 {027 ROO 2.08 — 2665 7 130 107.0 - ? 
= 7. 320 1027 SOO 1.5 2635 | 96 G28 - ? 
<- 8. 400 1028 740) 1.96 | 2620 1113.2 113.0 ? 
9. 525 1021 £0 2,389 | 2645 1127.6 | 157.5 130.0) 187.9 O99 e Glykocyamin 
10. 270 L025 10 1158) 2700 J 120.0) 21838 120.0 181.0 TOA : per os 
11. 345 1022 HOO 1.829) 2720 [158.0 274.7 147.0 POLS 109.0 7 in Gummildsung 
12 £50 1023 600 1.984) 2750 1154.8 324.0 158.7 274.0 1382 >* 
13. 350 {028 TO) 1984 2706 1147.7 2182 140.0 244.3 112.0 
1-4. E15 1024 730 1.946 2660 P1894 29151 139.4 PASD 138.0 
Ld. 330 1051 ROO ns 2740 PLIOT5D 154.8 112.5 130.9 37.5 
1b, 360 1023 GOO LODS  PHSO 64.0 SRT 6:35,7 87.0 26.7 
17. 379d 1024 RIM) 1312 650 O40 O40 _— () 
a 1s. 370 102s HM) L916 2670 97.8 124.7 31.2 
a 10 300) 1027 Hn) PALO GED JODO ; 12.8 
Y) YI) 1031 {4 ) Q.607 rdabU YP? QO 4] () ; : 
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Kurve VI 


zu Tabelle VII, Glykocvamin in Gummildésung. 
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wee Kreatinin praformiert Gesamt-Kreatininausscheidung. (Wahrend der 
Kreatin. Glykocyaminfiitterung gelten die Alkoholwerte.) 


Der dritte Versuch (Tab. VIT u. Kurve VI) gab von allen 

‘is eklatanteste Resultat. zum Teil wohl. weil das Versuechstier 

kriftiger als das friihere war, zum Teil, weil bei Verabreichung 

‘es Glykoeyamins in Gummil6sung der Durchfall ganz ausblieb. 

Aus dem Kot wurde kein unveriindertes Glykoeyamin zuriick- 
yonnen, aus dem Harn im ganzen 0,1 g. 

Die Mehrausscheidung an Gesamtkreatinin betrug 727.3 mg 
sprechend 752,7 mg Glykocyamin, d. h. 8,56°/o des ver- 
eichten, wurden methyliert. Die Vermehrung des Gesamt- 

Areatinins wird hier nicht allein durch Kreatin bestritten, sondern 
die Ausscheidung des priiformierten Kreatinins zeigt einen 
igen Anstieg. Derselbe entspricht insofern dem Verhalten 

Tieres in der Vorperiode, als bei diesem im Gegensatz zu 

meisten andern Kaninchen nur ein einziges Mal Kreatin 








P56 G. Dorner. 


im Harn gefunden wurde. Ob fiir dieses verschiedene Verhaltey, 
der Tiere ein Kreatin in Kreatinin verwandelndes Ferment yy, 
Bedeutung ist, wie es beim Pferde von Gérard!) und Nico|a: 
in der Niere beobachtet wurde, kann ich auf Grund eigenpy 
Erfahrungen nicht entscheiden. 

Die mittels der Folinschen Methode unter dey 
notigen Kautelen angestellten Versuche bestiitigey 
also die von Jatfe mittels der von ihm modifizierten 
Chlorzinkmethode nach Glykocyaminfiitterung gewon- 
nenen Resultate. Die Prozentsitze des methylierten Glyko- 
cyamins stimmen auch ziemlich mit den seinigen  iiberein: 
Jaffe fand in fiinf Versuchen einen Ubergang von 9,5°/o, 12,7 
7,190, 6,4°%/0, 4,5°/0 Glykocyamin in Kreatin, in meinen drei Ver- 
suchen betrugen die prozentischen Werte 4,64°/0, 85° 0 und 
83/0. 

Ber der Folinschen Methode konnen geringe Mengen yon 
Glykocyamidin, die durch die Nitroprussidprobe nicht mehr an- 
eezeigt werden, einen kleinen Fehler bedingen, der indessen, 
wie oben ausgefiihrt ist, fiir das Gesamtresultat kaum in Betracht 
kommt. Ber der Folinschen, wie bei der Jaffeschen Meth 
ist miblich die Spaltung mittels Salzsiiure, die nicht genau tiber- 
einstimmende Werte gibt und 6fter bei genau gleicher Beliand- 
lung von zugesetzten Kreatinmengen in einem Falle [00 
ein andermal nur 8O0°/o angibt. Es sind also die in der Arbet! 
angefiihrten Resultate nicht als absolute zu betrachten, sondern 
relativ zu nehmen, d. h. eventuell mit einem Fehler bis zu 20 
behaftet, der aber nur zugunsten der aus den Versuchen ¢- 
schlossenen Methylierung des Glykocyamins ins Gewicht fi! 


Glykocyaminversuche an Froéschen. 


Ich priifte weiterhin, ob sich nicht bei andern T 
nach Glykocyamindarreichung ein iihnliches Verhalten kous! 
tieren leh, und wiihlte dazu Frésche, weil dieselben nor 
weise im Harn nahezu kein Kreatin oder Kreatinin aussche: 


or) 


') Compt. rendus, Bd. CXXXII, S. 153. 
*) cit. nach Maly, Jahresber. der Tierchemie, Bd. XXXY, > 








. , - ‘6 mae onu7 
Zur Bildung von Kreatin und Kreatinin im Organismus usw. 297 


A\llerdings war vorauszusehen, dab bei dem sehr langsamen 
Stoffwechsel der Frésche deuthiche Resultate nur schwer zu 
erhalten sein wiirden, und diese Annahme bestiitigte sich auch. 
Das Experiment wurde folgendermaben angestellt: 

20) Fréschen wurde die Kloake unterbunden und 10 Tieren 
seringe Mengen Glykocyamin in den Riickenlymphsack injiziert. 
Bei einem Frosche, der eine hoOhere Dosis erhalten hatte, traten 
Kriimpfe auf, doch erholte er sich wieder, die andern wurden 
ichter reizbar als die Kontrollfrésche. 

Der Urin der Tiere wurde nach mebreren Tagen gesanimelt. 
lh erhielt im ganzen von jeder Serie ca. SO cem eines klaren 
Harns (spezifisches Gewicht L001—1003), der etwas eiweibhaltig 
war. besonders bet den Versuchstieren. Der Urin wurde auf 
ein kleines Volumen bei schwach essigsaurer Reaktion einge- 

mpft. In diesen Portionen wurde auf Kreatinin mittels der 
\ilroprussidnatrium- und der Pikrinsiurereaktion gepriift. Der 
Crin der Glykocyamintiere zeigte mit beiden Reagenzien bei Zu- 
salty von NaOH deutliche Rotfirbung, wihrend der lontroll- 
harn nur sehwach rétlich, 6fter nur gelblich wurde. 

Die Rotfirbung des Glykoeyaminurins war aber doch me 
-) infensiv, dab eine quantitative Bestimmung sich damit ge- 

nt hatte. 

Auf Essigsiiurezusatz entfirbten sich beide Portionen in 
rang gleicher Weise. In einem Falle allerdings trat bet Zusatz 

n Eisessig im Glykocyaminurin geringe Dunklerfiirbung auf, 
dafi bei diesem Versuch die R6tung mit Nitroprussidnatrium 
ind NaOH nichts bewies. 

Aus dem Harn der behandelten Tiere konnte noch nach 

Tagen Glykocyamin in Krystallen gewonnen werden, so 
lu also bei Fréschen der Methylierungsvorgang von Glyko- 

amin zu Kreatin, wenn er tiberhaupt statt hat, was nach dem 
\usiall der qualitativen Proben wahrscheinlich ist, nur auberst 
angsam und unvollstandig eintritt. 


Die Frage, in welchen Organen die Methylierung von 
‘ivkocvamin zu Kreatin stattfinde, hat Jaffe schon durch seine 
‘ersuchungen des Muskelkreatins nach Glykocyaminfiitterung 


Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LII, 17 








2s G. Dorner. 


zu beantworten gesucht, und es ergab sich in drei Fiillen yop 
vier Versuchen eine relative Kreatinvermehrung der Muskely 
verglichen mit den Befunden an einem gleich schweren Kon- 
trolltier. Wenn es hiernach -wahrscheinlich ist, day} in) dep 
lebenden Muskeln die Methylierung stattfindet, so ist es nich 
ausgeschlossen, dali auch im Reagenzglas Muskeln bei der Ay- 
tolyse aus Glykocvamin Kreatin bilden. Diese Frage suchte 
ich in einer Rethe von Versuchen zu beantworten. 


Verhalten des Glykoeyamins bei der Autolyse yo: 


Muskeln. 


Die Anordnung war folgende: Einem eben gestorbene 
oder frisch getoteten Kaninchen wurde die gesamte Muskulsatup 
sauber abpriipariert, in der Hackmaschine zerkleinert und gewover 

In 100 ¢ wurde sofort der WKreatinin- und WKreatingelal! 
nach Folin bestimmt. Der Rest wurde zu je 100 ¢ in gleichen 
Mengen physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und 
einem Kolben eine gewogene Menge pulverisierten) Glykocya- 
mins zugesetzt. Die Proben wurden in der Sehtittelmasc! 
zwel Stunden geschiittelt, mit Toluol versetzt, im Brutoten 
37° 4—7 Tage stehen gelassen und dann verarbeitet. 

Die Bestimmungen der uns interessierenden Fleischbase 
wurden folgendermaben ausgefiihrt: Die gesehtittelten Musk 
massen wurden nach Zusatz von ca. 100 cem Wasser ausge- 
prefit, dann nach erneutem Wasserzusatz aufgekocht und aber- 
mals in der Presse ausgequetscht. Dieses Verfahren wurd 
noch zweimal wiederholt, bis im Filtrate keine Spur von kr 
mehr nachzuweisen war, wozu das fiinfte Filtrat auf ein ki: 
Volumen sauer eingedampft wurde. Vier Extraktionen 
nuvgten stets, 

Die vereinigten Filtrate wurden auf ein angemesscles 


Volumen eingedampf{t und sofort ein aliquoter Teil nach | 
bestimmt. Ein anderer Teil wurde mit der doppelten Qua: 
n-HCl gespalten, und wenn die Glykocyamidin-Nitroprussid}) 
bei den dafiir in Betracht kommenden Filtraten, negatiy 
fiel, gleichfalls kolorimetrisch bestimmt. 
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Schon Voit!) hatte seinerzeit nachgewiesen, dal} bei liin- 
«erem Stehen Harn und Fleisch seinen Kreatiningehalt veriindert, 
vod dab bei Fiiulnis ein Teil sowohl des Kreatins als auch 
des Kreatinins zerstort wird. Trotz des Toluolzusatzes trat 

einigen der Autolyse tiberlassenen Muskelportionen geringe 
Fsininis ein, was bisweilen am Geruch zu erkennen war, aber 
auch ohne wahrnehmbare Faulnis war der Kreatingehalt manch- 
mal nach der Autolyse stark gesunken. Ich fiigte daher spiiter 
i» Vermeidung dieser Ubelstiinde schon beim Zerkleinern des 
Mleisches etwas Toluol hinzu, ohne dah die Resultate dadurch 
hbeeintrichtigt wurden, ?) wogegen Fiéulnis ausblieb. 

Die von mir erhaltenen Werte des priéformierten Krea- 
tinins in den Muskeln sind nicht ganz einwandsfrei, da die 
-xtrakte gekocht und bei neutraler Reaktion eingedampft waren, 
beyor die Bestimmung stattfand, somit, wie vorher gezeigt ist, 
eine teilweise Verwandlung von Kreatin in Kreatinin oder um- 
cekehrt hat stattfinden kénnen, worauf schon Nawrocki*) 
aufmerksam gemacht hat. Teh betone das nur, weil alle bis- 
herigen Kreatininbestimmungen im Muskel danach auf absolute 
Genauigkeit keinen Anspruch haben. Wenn man sichere Kennt- 
nis tiber den Kreatiningehalt eines Muskels haben will, muf 
nun ihn kalt mit Wasser extrahieren und dann im. Filtrat 
kolorimetrisch direkt den Kreatiningehalt bestimmen. 

Ich fiihre trotzdem die hier gewonnenen Kreatininwerte 
un, da dieselben mit den friiher mittels der Chlorzinkmethode 
erhaltenen wohl verglichen werden konnen. 


Versuch I. Normales Kaninchen, 1700 ¢ schwer, ge- 


a) 100 @ Muskeln sofort bearbeitet. ergaben: 
0,153 g priiformiertes Kreatinin. 
0456 ¢ Gesamtkreatinin, 


') Zeitschrift fiir Biologie, Bd. IV, S. 134. 


) 


*) Vgl. dazu die Ausfiihrungen von Grober (Pfliigers Archiv, 
CIV) und Laqueur (Archiy f. experimentelle Pathologie und Phar- 
logie, Bd. LV, S. 240). 


) Zeitschrift fiir analytische Chemie, Bd. IV 
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b) 100 ¢ Muskeln unter Toluolzusatz 7 Tage im Brutschpsy! 
(kein Faulnisgeruch) ergaben: 

0.074 g praformiertes Kreatinin. 

0.241 g¢ Gesamtkreatinin, also eine sehr erhebliche A}- 
nahme gegeniiber dem urspringlichen Gehalt, ohne nachweis- 
bare Fiiulnis. 

¢) 100 ¢ Muskeln wie bei b) +- 1.0 g Glykocyamin ergaben: 

0.27 ¢ priaftormiertes Kreatinin. 

O.552 ¢ Gesamtkreatinin, 

Ks wiiren demnach, wenn ich den urspriinglichen Krea- 
tiningehall zugrunde lege, 0,076 ¢@ Kreatinin neu gebildet: yver- 
gleiche ich dagegen die beiden 7 Tage im Brutschrank unter 
sonst gleichen Bedingungen autolysierten Priiparate, so wiire 
QO.291 ¢ Kreatinin aus Glykocyamin entstanden. Dieser letzte 
Schlufi scheint mir aber nicht zuliissig. betraehten wir die 
kleinste Zahl als richtig, so sind immerhin 7.8°/o9 des zuge- 
setzten Glykocyamins methyliert worden. 

Versuch Ih Kaninehen, 2500 ¢g, Griinfutter, wird ve- 
totet. Gesamtmuskulatur 620 ¢ wird in der gewohnten Weise 
verarbeitet. 

a) 2O0O @ Fleisch sofort bestimmt, im ganzen 280 ccm 
Kliissigkeit, ergaben: 

O17 ¢ Kreatinin préformiert d. h. 0,085"). 

O8DO8 ¢ Gesamtkreatinin == 0.428 °/o. 

b) 200 ¢ Muskeln nach einer Woche unter Toluol im Brut- 


schrank (unzersetzt). 


Q.7351 g¢ Gesamtkreatinin == 0,560 %/o. 
¢) 200 ¢ Muskeln +- 2 @ Glykoevamin wie bei }) be- 


handelt (schwacher Fiiulnisgeruch), ergab : 
OS73 ¢ Gesamtkreatinin = 0,4565°) 0, 


keine Glykocyamidinreaktion. 

Z7uriickgewonnen wurden 0,45 ¢ Glykocvamin. 

In diesem Falle war also, obwohl geringe Zersetzu 
eingetreten war, der Gesamtkreatiningehalt bei Glykocyam 
zusatz dem der frischen Muskeln gleich geblieben, was 1! 
grober Wahrscheinlichkeit auf Neubildung von Kreatin schiieben 
lift; denn da’ das Glykocvamin nicht etwa die Zersto! 
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des Kreatins durch Fiulnis hindert, zeigt ein anderer Versuch, 
in dem trotz Glykocyaminzusatzes deutliche Verminderung im 
Gehalt der genannten Fleischbasen eintrat. 

40 ¢ Muskeln mit 0.5 g Glykocvaminzusatz ergaben nach 
s Tagen 0.054 @ Gesamtkreatinin = 0,135°/0, wiihrend= sich 
bei sofortiger Verarbeitung der frischen Muskulatur O,OS6) g 
Gesamtkreatinin in 40 ¢ Muskelsubstanz entsprechend einem 
Prozentsatz von 0.215 0 ergeben hatte. 

Der auberordentlich niedrige Normalwert erkliirt sich durch 
die Jugend und Kleinheit dieses Tieres — es wog ca. L000 g 

worauf ich spiiter zurickkommen werde. 

Versuch Ill. Zu diesem Versuche wurde die Muskulatur 
des Hungerkaninchens verwandt. Vgl. Tabelle IIL (S. 243). Das 
Tier wog beim Tode 1550 g, davon wurden 330 ¢ Muskulatur 
eowonnen. 

a) 100 ¢ frisch verarbeitet, ergaben: 

0.556 g Gesamtkreatinin. 

ks war also im Verhiiltnis zu den beiden ersten Ver- 
suchen die Muskulatur kreatinirmer, was vielleicht) auf den 
el], dazu die Ausftihrungen 


Hungerzustand zurtickzufthren ist (vg 
Klerkers).!) 
b) 100 ¢ derselben Muskulatur 4 Tage im) Brutschrank 
unter Toluol gaben: 
0.557°/o Gesamtkreatinin. 
Also genau die gleiche Zahl, wie vorher. Es hatte keine 
Zersetzung stattgefunden. 
¢) 100 g Muskulatur +- 1,0 Glykocvamin wie b) behandelt 
O.449%o, 
Dieses Filtrat gab aber geringe Glykocvamidinreaktion 
nach Jaffe. 
Das Erhitzen mit Salzsiiure wurde in geringerer Konzen- 
‘eition derselben wiederholt und gab dann nur 0,334° 0 Gesamt- 
ealinin bei negativem Ausfall der Nitroprussidprobe. 
Ks war also in diesem Falle eine Vermehrung nicht zu 
nstatieren. Ob dies auf Sehidigung der Muskulatur durch 


Zeitschrift fiir Biochemie, Bd. HI], S. 45. 
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Hunger beruht, ist nattirlich nicht durch einen Versuch zu ent- 
scheiden, 

Versuch IV. Zwei grofBe Kaninchen, die zu andery 
Zwecken mit Kumarin vergiftet-waren, hatten Riiben und Hifer 
gefressen. 

Die gesamte Muskulatur wurde gemeinsam verarbeitet. 

w) 100 ¢ gaben: 

Q.0806°/o praformiertes Kreatinin. 

0.428% /o Gesumtkreatinin. 

b) 100 ¢ 4 Tage unter Toluolzusatz im Brutschrank er- 
oauben: 

Q.1708°,0 priformiertes Kreatinin. 

O.414°/o0 Gesamtkreatinin. 

¢) 100 ¢ Muskein —- 0,5 g Glykoeyamin wie bei b) be- 
handelt, ergaben: 

Q.155°/o priiformiertes Kreatinin. 

0.405% 9 Gesamtkreatinin. 

d) 100 g¢ + 1,0 g Glykocyamin wie bei b) behandelt, 
gaben: 

Q.08°o priformiertes Kreatinin, 

0.924% Gesamtkreatinin., 

Keine Glykocyamidinreaktion., 

Es waren also anscheinend etwa 9,9°/o des zugesetzten 
Glykocvamins methyliert. 

Versuch V. 2 Kaninchen an Kumarin gestorben, je ca. 
2500 ¢ schwer. Riiben und Haferftitterung. 

a) 100 @ Muskeln zeigten: 

O.146°o praformiertes Kreatinin. 

0.435° 0 Gesamtkreatinin. 

b) 100 ¢ Muskeln +- 0,5 g Glykocyamin 4 Tage im brut- 
ofen ergaben: 

Q.158° 0 praformiertes Kreatinin. 

O.489° 9 Gesamtkreatinin. 

0.48990 Gesamtkreatinin nach vorheriger Alkoholcx- 
traktion. 

Das Filtrat gab keine Glykocyamidinreaktion, also ca. 11.2 


des zugesetzten Glykocyamins methyliert. 








4 
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ce) 100 ¢ Muskeln ++ 1,0 g Glykocyamin wie bei b) be- 
handelt. Filtrat 260 ccm gab keine Glykoevamidinnitroprussid- 
probe. auch nicht nach Erhitzen mit dem doppelten Volumen 
Sulzsuure. 

Es war vorhanden: 

0.165°/o priiformiertes Kreatinin. 

0.5009 50 Gesamtkreatinin. 

O.514%o Gesamtkreatinin nach Alkoholextraktion und 

eauf folgendem Erhitzen mit Salzsiiure. 

Also ca. 6,6 bis 8,2°/0 methyliert. 

Versuch VI. Kaninchen nach Methylguanidindarreichung 
estorben (vgl. Tabelle IX). Milehdiit. Junges Tiler. 

a) 100 ¢ Muskulatur, sogleich verarbeitet, ergaben: 

O.106°/0 préformiertes Kreatinin. 

0.252°0 Gesamtkreatinin. 

b) 100 g + 1,0 ¢ Glykocyamin 4 Tage im Brutschrank 
ergaben: 

0.111°/o priiformiertes Kreatinin. 

0.338% /o Gesamtkreatinin. 

300 ¢ Gesamtkreatinin nach Alkoholbehandlung. 

Keine Glykocyamidinreaktion. 

Also ca. 49° 0 des zugesetzten Glykocyamins methyliert. 

bei diesem jungen Tiere fiillt der auifallend medrige Ge- 
aintkreatininwert der normalen Muskulatur sogleich auf, und 
es fragte sich, ob dies vielleicht auf der Milehdiit und einem 
lurch dieselbe bedingten gréBeren Wassergehalte der Muskeln 
beruht, denn dab die vorausgegangene Methylguanidindarre!- 
hung Muskelkreatinin zum Versehwinden bringt, ist nach dem 
hesultate des unten folgenden Versuchs unwahrscheinlich. 

ks wurde daher ein gleich schweres junges WKaninchen 
~ Tage auf Milchdiiit gesetzt und dann die Muskulatur auf 

<sergehalt und Kreatin untersucht. 
Der Wassergehalt betrug 75.9% o, das Gesamtkreatinin 


NS Vly 


Kin zweites Tier, das mit Hafer ernihrt war, 1600 ¢ 
wer. erhielt zwei Tage lang Milch, so dab also noch keine 
igende Auswaschung der Muskulatur hatte stattfinden konnen 








Or 27 " 
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(wenn man sich die Wirkung der Milchfiitterung so erk!. 
wollte ; 

Die Bestimmung ergab: 

O.306°o Gesamtkreatinin und 72°/5 Wassergehalt. 

Die Wuasserwerte stimmen einigermafen mit) den yon 
Jaffe und auch Voit erhaltenen tiberein (Voit fand 79—x1 

Der Gesamtkreatiningehalt war also auch bei diesen beiden 
Tieren sehr niedrig, ebenso wie bei den im Versuch [| mi 
anvefihrten kleminen Kaninchen. 

Ms enthalt die Muskulatur junger Tiere danach offenbar vie! 
weniger Kreatin als diejenige alterer und ausgewachsener, wo 
sich vielleicht auch die unverhiltnismibig geringe Kreatinin- 
ausscheidung junger Tiere und Menschen vel. Ritsche|, 
van Hoogenhuyze und Verploegh?) usw. in Zusammenhang 
bringen labt. 

Kbenso sind wohl die groben Unterschiede in dem Ge 
samtkreatiningehalt der Muskulatur derselben Tierart, die in det 
Literatur verzeichnet sind, vgl. Voit u. a. zu erkliren. 

Das Gesamtresultat dieser autolytischen Ver- 
suche, die allerdings wohl nicht ganz einwandtfreit sind 
jedenfalls mit allen Kautelen wiederholt werden mitissen, [i 
ich kurz dahin zusammen, dab mit grober Wats 
scheinlichkeit der Kaninchenmuskel auch im Reagenz- 
glas die Fiihigkeit besitazt, Glykoevyamin zu Kreati 
zu methylieren. Die erhaltenen Prozentzahlen wtirden mil den 
im lebenden Tierkorper gefundenen ziemlich tibereinstimmen 

Kiir die Verwertung der Versuche ist besonders zu |b 
merken, dali die Steigerung des Gesamtkreatiningehaltes | 
Glykocyaminzusatz gering im Verhaltnis zu dem groben Gesam'- 
kreatiningehalt der Muskeln an sich ist und damit natiir! 
etwaige Fehler bei der Ablesung bedeutend ins Gewicht falle' 
konnen, 

Wiihrend im Harn die Vermehrung nach Glykocyam 
fiitterung den drei- ja vierfachen Wert des urspriinglichen | 
haltes an Gesamtkreatinin betrug, kann bei Untersuchung 


Jahrbuch fiir Kinderheilkunde, Bd. LXI. 


a iP 
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Muskulatur der Zuwachs an Kreatinin bei gleich intensiver 
Methylierung héchstens !/5 des ursprtinglichen Gehaltes betragen, 
und wenn auch das Auftreten von Glykocyamidin nur einen 

einen Fehler hervorruten kann, so werden doch durch Unter- 
schiede von 3/10 mm der Fliissigkeitssiiule des Kolorimeters, 
die innerhalb der Fehlergrenzen hegen, Kreatininunterschiede 
his zu 22 meg bedinet. und diese fallen schon tmmerhin erheb- 
licher ins Gewicht. 

Kiniges Interesse bieten wohl noch die durchschnittlichen 
Kreatinin- und Kreatinwerte der normalen Kaninchenmuskeln, 
nach der Folinschen Methode bestimmt: 

In 100 ¢ Muskeln wurde an priiformiertem Kreatinin ge- 
funden: 

O.15d5 2 
0.085 
().O81 
O16 


0.106 
O57t:5 = 0.114°/o im Durehschnitt. 


Diese Werte sind, wie oben auseinandergesetzt, mit Fehlern 
behaftet und nur zum Vergleich mit friheren angetihrt. 

Anders verhilt es sich mit den Gesamtkreatininwerten. 
Hieselben stellen eher etwas zu niedrige Zahlen dar, weil die 
Ausbeute nach dem Erhitzen mit Salzsiiture zwischen 8O und 
100°%o sechwankt. 

Die Gesamtkreatininwerte betrugen: 

Bel ausgewachsenen Tieren (das Hungertier scheide ich 
dabel aus): 

0,456 °/o 


0.428 9/5 


Durchsechnitt 0.437 °/o. 
Zichen wir davon das priiformierte Kreatinin ab, so er- 
hulten wir durchschnittlich O.369°/5 Kreatin in der Gesamt- 
iskulatur eines erwachsenen Kaninchens. 
bei jungen Tieren: 
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0,215 % 0 
0,252 °/o 
0,308 ° 0 
0.306 ° 
Durchsehnitt 0.27 ° 0 
(Da das priformierte Kreatinin nur in zwei Fiillen be- 
stimmt wurde, sehe ich von einer Umrechnung auf Kreatin }e; 
diesen Tieren ab.) 
Nawrocki!) hatte 0,403 °/o, Voit?) zwischen 0,27 und 
QO,356 g krystallisiertes Kreatinin gefunden. 
Jaffe fand mittels der Pikrinsiure-Chlorzinkmethode aus 
der Gesamtmuskulatur erwachsener Kaninchen einen Gesamt- 
kreatingehalt von durehschnittlich 0,282 °%/0. 
Nach der Folinschen Methode sind also die Kreatinin- 
werte hoOher als mittels der Chlorzinkmethode, was von van 
Hoogenhuyze und Verploegh am Fleisch anderer Tiere 


sleichtalls festgestellt worden. ist. 


Versuche mit Methylguanidin. 


In seiner Kreatininarbeit hat Jaffe kurz eines Versuches 
mit Methylguanidindarreichung beim Kaninchen Erwiihnung getan, 
wobei er ebensowenig wie Pommerenig’) eine Vermehrung 
des Kreatinins im Harn konstatieren konnte. Inzwischen ist 
auch als meine Versuche schon abgeschlossen waren 
Achelis*) fiir den Hund zu dem gleichen Resultate gelangt. Auch 
zur Entscheidung dieser Frage schien eine Nachpriifung mit der 
kolorimetrischen Bestimmung wiinschenswert, deren Resultute 
im folgenden wiedergegeben. seien. 

Leider konnten infolge der Giftwirkung des Methylguanidins 
nur miifige Dosen als wiisserige Losung des mit Soda neu- 
tralisierten salpetersauren Salzes subkutan injiziert werden. 

Das erste Tier erhielt mittags um 12 und nachmittags und 
t Uhr je 0,5 ¢ Methylguanidin. nitricum. Es starb an diese! 


‘) Zeitschrift fir analyt. Chemie, Bd. IV. 
*) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. IV, 5. 134. 
Hofmeisters Beitrige, Bd. I, S. 561. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. L. 
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<is in der Nacht nach 12 Uhr, ohne dafi im Harn mehr 


Di 
Kreatinin als an den Vortagen gefunden wurde. Bei dem schnell 


antretenden Tode war das nicht anders zu erwarten. 

Bei den folgenden Versuchen gab ich den Kaninchen daher 
yeniger Methylguanidin und auberdem Glykokoll, von der Moég- 
ehkeit ausgehend, dali dadurch die Anlagerung des Essigsiiure- 
restes befordert und die Giftwirkung gemildert werden kénnte. 
Hoch hatte das Glykokoll keinen merklichen Eintlub auf die 
Vergiftungssymptome. Diese auberten sich in Steigerung der 
Pheflexe: Die Tiere zeigten geringe Zuckungen bei Berihrung 
nd Gieriiuschen: Lichtscheu: sie suchten die finstern Ecken des 
Kifigs auf; Appetitmangel. In einem Fall trat Durchfall auf. Zur 
Kontrolle wurde im niéichsten Versuch (Tab. IN, S. 269) bet einem 

ere, welches nur Glykokoll erhielt, Kreatinin im Harn bestimmt. 

Es war, wie Tabelle VIII zeigt, nach 1,8 g Methylguanidin. 
tricum in vier Tagen keine nachweisbare Steigerung der Krea- 
n- oder Kreatininausscheidung eingetreten. Demnach scheint 
Vethylguanidin gewib keine im Organismus in betracht 
kommende Muttersubstanz fiir Kreatin zu sein. 

Die im zweiten Versuche (Tab. VIII, S. 268) etwa be- 
fehenden Unsicherheiten, welche durch die Schwankungen der 
Vahrungszufuhr bedingt waren, wurden im letzten Versuche 
Mab. X. S. 270) ausgeschaltet dadurech, dab das Tier stets 

vleiche Menge Milch per Schlundsonde erhielt. Es trat in 
iesem Versuche nicht allein keine Steigerung, sondern eher 
ene Abnahme des Gesamtharnkreatinins auf. 

Auch die Untersuchung des Muskelfleisches dieses Tieres 
rgab, wie oben schon ausgefiihrt, keine Spur einer Kreatin- 
erhohung, sondern gerade den allerniedrigsten Wert. 

Ob bei gréferer Zufuhr von Methylguanidin etwa_ eine 
Vermehrung des Harnkreatinins auftritt, liBt sich leider wegen 

stark giftigen Wirkung nicht entscheiden. 

Aus dem Urin der Methylguanidintiere suchte ich die Base 
ikzugewinnen. Aber weder nach den Angaben von Pom- 
enig,') noch nach den von Kutscher?) sowie von Kut- 

S. 
Zeitschrift fiir Nahrungs- und Genufmittel, Bd. X und XI. 












































Pabelle Vitti 
Niet tba tat f t i? | 
: i iN rimetri Che 
C pat i Nal STICK Bestinnmun 
Urin peal _ 
; Stott 
nn. ge- rung Kreatinin : ;, 
Pag | Gewicht : im Krea- Bemerkungen 
menge es priifor- ge- 
wicht Riiben  Yrin = tin 
. 4: ‘ miert samt 
Reaktion 
eem g g mg mg mg 
1. ; 290 1011 alkal., 2690 KO — 92.8 106.7 16.0 
2.; 315 |1012 > 2667 0) — 93.0 900 ? 
3 310) 1010 2658 MW) — 1102.0 102.0 O 
4, | 320 1010 » | 2630 4) 0,783] 105.6 104.5 2 
. 5. | 295 (1011 »> 2630 WO O89] 90,8 2,3 
= 6. 3800 1009 » (2615! 400 0,608] 81. (0) 
5 ” 284 1010 » (2620 310 0.517] 866 135 Erhilt um 12 und 4‘/: Uhr je 0.2 g¢ Methylguanid. nitricum 
a. —< eve ) wo é 0 wo - ‘ , ’ : 
Qa \ ound je 0,5 ¢ Glykokoll subkutan. — Frift weniger. 
oS Um 7 und 12 Uhr je 0.2 g¢ Methylguanid. nitricum und 0,5 g 
, ee a a ia Givkok subkutan. Um 5 Uhr 200 cc siolog. NaCl- 
g. | 215 |1013sauer| 2560 | Hungert 0.873! 97.3 107.5 118 ilykokoll subkutan. Um 5 Uh ccm physiolog. NaCl 
Losung innerlich. Das Tier war matt, emptindlich, hatte 
Durchfall und fraf¥ nichts. 
| Erhilt um 9, 2 und 7'2 Uhr je 0.2 ¢ Methylguanid. nitricum 
Q), 25 1016 2456 100 O9S9P 81.6 83.0 1.6 und 0.8 g Glykokoll subkutan,. Um 2 Uhr 200 ¢ physiol. 
| -LOsung innerlich. Durchfall, 
um 9 und 2 Uhr je 0,2 g Methylguanid. nitricum und 
j "Oyk | g kayt: yy *? yy Bt val I¢ 
10 210) {O15 2410 IRI) 1.396 107.6 107.6 () : > (lyk koll ubkutan, | ae} be | ZA) ccm physi i]. 
NaCl-Lésung -- Gummi. Das Tier ist reizbar, macht 
Leckbewegungen. — Etwas Durchfall. 
11 lOt2alkal. 2420 40) TL S45 7) YL 1106 21.7 
xX 1? 312 1012 23Q7 WO Ob6ddS} 9O7 1OL1 12.0 
“ 13 280 1011 2390) 4) O941]) 893 RRB ? 
144. 330 ‘1010 >; 2356 KOO ORDIT &Y. G00) 1.0 
LD. 300 1010 >» 2390 tO = O672] 93,7 96.5 3.2 











— 
we 


26 


UuSW. - 


inismuUus 


sore 
 « 


()) 


satinin im 


‘atin und Kre 


AT 


- Bildung von | 


Zu 



































Ot] Ces Veo PLgcg (ny i hevere « FIO oo¢ 
PCT Sex C69 T6E9O OOF  O9GE © StOl 96] 
] OS PLL Tes9O OOF |) 0 OBTE CTBPXNIPOTOT OFT2 
“UINOLULU “UTpTUuRnsy At ) 
i - ; . PS - ) Vat = > op , . ue 
$20 AQ) Zu ‘yoyoydpy F eH ay G tun Fo PR eee ew | ee | eee eee Se 
“LOPUNUL YOUU | 

e : »” 2 hag 2" . ay? 7 _—— i 
UBDYGNS T[OYOYAPH oY of ayy *%,eZ pun gz f Oo o82 STZ 19C20 (ny tGCG « O10] O26 
“UBPONAANS [[OYOYATY) o EY Vl AY] |p pun Z wun LE @L8 OFS 19990 OOF OBES « TIO Ose 
UBJONYCUS [JOYOYATL) 5 CY) ol Ape pun ey uin CY Vey az ROC() Out O2ZZ GOO] OGZ 
¢ GZL Ob6L TS8CO OOF OSE <« OO] oOo¢ 
8¢ 008 OGL TZ9FO , OOF | E8Ze% « 6001 062 
ca | 6GtL 92642 TI8SCO OOF | CEE <« JOOT! €82 
94 ¥IS | ¥Z2Z — OOF OE « G00T O08 
A, OED Yad —e (4)! CECE « OTTO] O62 
A, OZL | OT8 — OOF ChEa | IVY TIOT «022 
DU DI DUI ri D rr) UL 

un Jes OTU utd _ UOI}YVoyy 

-95  -lojyvad Ogee ee o 
Usa UN YALU -BOLY UI oououl 

ULUT) VoIIy , ound -OD ee 
e Joys -ull 
SUNULU SoG -yeNX  -dory jizadg i} 

OYISLIOUTLIOTOY “YOOS _ 
ADIT UIJLIJIN] UVUSTAWPO[Y JEU Ulep n oaluo0N 



























if rmu ire Iniektion von 1.0 Vict cmidiy } j ( n Weert ! ty 
von 400 ¢ Mileh per Sehliundsond 
Tier- | dtick- e mung 
Pocus | Gita ' _ 
” Urin- | Spezifis ce. | Stoll Kreatinin . , 
atum salad res . im rifor- sr emerkungen 
menge Gewicht wicht Urn pra sesamt Kreatin 
miert 
ecm Reaktion g r me me mg 
19. XI. 06 - L610 — Tiaglich 400 g Milch. 
> 20. XL 06 360 1007 alkal. 1600 0,608 73,2 72.0 ? 
= 21. XI. 06 325) 1008 neutral 1608 1.092 HO 74 
re 
os 22. XI. O06 BDO LOLO 140 OS D8.6 76.0 22 
Mittags und abends je O2 g& Methyl- 
23. XL. O68 LO12 L580 O924 bid 26.0 guanidin. nitr. intramuskuliir und 0.5 g Gly- 
kokoll subkutan. 
Morgens, mittags und abends je O2 g 
24. AL O68 B50 L009 1595 = 1.290 B64 DD.| 22.0) Methylguanidin. nitrie. intramuskuliir und 
0.5 g Glykokoll subkutan 
95. XI. O06 2RO LOS L650 LAT 2. D7 4 5.2 
_ Yt) X | ()4) OM) L009 . _ 1.49] DOO is) ? Starb. 
i~ 
N 












angewandten Methoden, gelang die Isolierung. 
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lis war damals noeh nicht erschienen. ) 


Fitterung mit Thymus. 


271 


her und Lohmann!) zur Isolierung toxischer Basen im Harn 


(Die Arbeit von 


Die Abstammung des Kreatins von Nucleinsubstanzen ist 


hon mehrfach, besonders auch von Jafte erwogen worden. 


wurde deshalb an zwet Hunden die Kreatininausscheidung 


ch Thymusfiitterung bestimmt. Die Versuchsanordnung ergibt 


aus den folgenden Tabellen. 


Tabelle XL. 











Hund. Thymusfiitterung 
Gewicht 10 kg. 
Kolorimetrische 
Urin- | ~PeZ!- Bestimmung 
fisches ee ae , 
" | Kreatinin Bemerkungen 
Hier ' 1 aaa 7 
Gewicht [prifor- Kreatin 
gesamt 
miert 
em  Reaktion mg mg meg 
. 
225 1040sauer} 200 nicht geprift Kreatinfreie Nahrung, 
Brotsuppe 
20 1016 HOO > 
670 O17 » 300 > > — 1 Pfd. Thymus 
(50 = 1029 309 — 
KH) LO30 360 Frifit nichts 
13506 (1040 o> 184 — 1 Pfd. Thymus 
fi TOO 1033 320 SSO 69.6 | Kreatinfreie Nahrung, 
Brotsuppe 
- 490 L027 alkal.J| 137 260) 142.6 
380 1023 250 256 70 » 
670 1016 250 D4 2 








Die unregelmibige Urinausscheidung ist auf die verschie- 


Wasseraufnahme 


zuruckzufithren. 


wie 


die spezifischen 


ichie zeigen, auferdem wurde der Urin nicht durch Katheter 


' Diese Zeitschrift. Bd. XLXIIL und XLIX. 
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entleert, sondern jeden Morgen der spontan gelassene Urin ge. 
sammelt, so dai manchmal wohl in der Blase etwas zuriickge- 
halten wurde. 

Die Bestimmungen des Gesamtkreatinins wurden in dieser 
Versuche nicht an allen Tagen ausgefithrt, wodurch event), 





eine Steigerung der ersten Tage iibersehen sein kénnte. [jy 
niichste Versuch (Tab. NII, S. 273) vermied diesen Fehler 

Trotz der ganz enormen Stickstoffsteigerung hat das Tjep 
nicht eine Spur Kreatin oder Kreatinin mehr ausgeschieden, |)as 
Auftreten von Kreatin ist hier mehr an die alkalische Reaktion 
des Urins gebunden (vel. die diesbeziiglichen Angaben von Voi! 
withrend beim Kaninchen eme Abhinegigkeit von der Harnresk- 
tion nicht ausgesprochen war. 

Trotz der etwas unregelmiibigen Harnausscheidung })|; 
die gelieferte Kreatininmenge wiihrend der Thymusfiitterung 
wo die Urinquantitit infolge des zum Kochen der Thymus notice: 
Wasserzusatzes bedeutend stieg, hinter der in der Vorperio:d 
ausgeschiedenen Menge eher zurtick, so daBv wir mit Sich: 
heit eine Bildung von Kreatin aus Nuecleinsubstanz 
Thymusdriise in Abrede stellen kénnen. 

Kinen Einwand koOnnte man allerdings machen, niim 
dali, wenn ein Tier eine Zeitlang kreatinfreie Nahrung erlalt: 
hat. sich neugebildetes Kreatin in den an Kreatin verarn 
Muskeln aufspeichere, ohne ausgeschieden zu werden, § 
Annahme, welche Folin?!) zur Erklirung fir die mangelhalt: 
Kreatinausscheidung eines Teiles seiner Tiere nach Kreatiniit- 
terung macht. Dem gegeniiber mdchte ich betonen, dab! 
viertiigiger reichlicher Thymusnahrung in den letzten Ta 
wohl soviel Kreatin aufgespeichert wire, dab etwas zur A 
scheidung gelangen miiBte, und dal jedenfalls in der Na 
periode der durehschnittliche Kreatininwert des Urins 
ansteigen mubte. 

Ferner ist gar nicht experimentell nachgewiesen, da!) \ 
keln desselben Tieres bei verschiedener Fiitterung verschiedeu 


— 


Kreatiningehalt haben. 


Festschrift fir Hammarsten, 1906. 
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Fiitterungsversuche mit kreatinfreiten Fleischriick 
stinden und Fibrin. 


Zum Schiub seien noch zwei Versuche angefiihrt, in wel- 
chen Tiere, die auf kreatinfreie Diaét gesetzt waren, gri{je 
Mengen eiweibihaltiger Substanzen erhielten, die frei von extps 
hierbaren Fleischbasen waren. In einem Falle wurde) Fi}jpi: 
verfiittert, im zweiten kreatinfreie Muskulatur, die als Riicksta; 
der Kreatinbestimmungen verblieben war. 

Ks berihren sich diese Versuche zum Teil mit schon 
Voit") angestellten, der kreatinfreie, eiweibhaltige und eiwe 
freie Dit verabreichte und keinen Unterschied in der Kreatii: 
ausscheidung beobachtete. 

In letzter Zeit haben van Hoogenhuyze und Verploe; 
sleichtalls die Kreatininausscheidung bei eiweibarmer und eiwe) 
reicher Dit mit und ohne Muskelanstrengungen gepriift, oly 
erhebliche Differenzen im Kreatiningehalt des Harns zu finden 

Weiterhin hat Folin?) die Frage mit: annihernd 
selben Resultat erértert. 

Koch?) reichte lecithinreiche und lecithinarme Dit. 0 
in der Kreatininausscheidung deutliche Unterschiede zu erhalte: 

Die folgenden Versuche konnten zugleich Aufschlub darihe 
eeben, ob vielleicht das Muskeleiweifi eher eine Kreatinins' 
gerung bewirken konnte als andere Eiweibkérper, natii 
wenn beide an sich kreatininfrer gereicht wurden. 

Das Kaninehen (Tab. NII) zeigt keine in Betro 
kommende Steigerung der Gesamtkreatininaussc! 
dung nach Muskelsubstanz oder Fibrindarreichung. 
hibringabe war allerdings nur sehr klein. 

bei dem Hunde (Tab. XIV, S. 276 u. 277) konnte der | 
leider nicht mit dem Katheter genommen werden, da sich 
Tier zu schwer katheterisieren lie}, so dal eine genaue 
grenzung der Urinmenge nicht moédglich war und nur} 


) Festschrift fir Hammarsten, 1906. 
American Journ, of Physiol, Bd. XY. 
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fopgen der spontan gelassene Urin gesammelt und untersucht 
Aber bei Betrachtung des spezifischen Gewichtes, der 


| 
rip 
Luc. 


Harnquantitaét und der Kontrolle des Tiergewichtes, J&abt sich 
op entstandene Fehler einigermaBen tibersehen. 


Tabelle XII. 


nehen. — Fiitterung mit Muskelriickstinden und Fibrin, 
Das Tier lieferte wihrend der ganzen Zeit kein Kreatin. 





Stick- Krea- 
Gewicht = ge- Nahrung stoff unin 

P im priifor- Bemerkungen 
NEC Reaktion Wicht Ritben Urin” miert 


Spezif.  Tier- 





com alkalisch g g o iu 
Wiihrend der ganzen 
, o “eit keine Vermehrung 
200) 1010 «| 2076| dem | 0,408) Gi | CPt SOme Pormenrens 
; des Kreatinins nach Er- 
hitzendesUrinsmit HCl 
IQ) LOL0 2130 400) O.3B45 33.4 
I) 1O10 2150 300 O437 533) KreatinfrereRiickstiinde 
von 100 ¢ Muskeln 
DH) 101-4 2150 400 1386 618 
270 [O11 2145 (WO O43 49.0 
0) L010 2150 400 O87 49.2 
MW) L009 2130 300) 0.546 42.5) KreatinfreieRiickstinde 
vono0g Muske!lsubstanz 
220 101d 214d MAN) 1.339 59.4 
270 1010 2150 300 0.567) 60.7) ca. le Fibrin in200cem 
Wasser 
p40) 1010 2150 —_ O9LL 62.0 


Danach zeigt das Tier bei Eingabe der Muskelriick- 
nde gar keine Steigerung der Kreatininausschetl- 
i¢: Am neunten Tage wurden im Gegensatz zu allen andern 

en 920 cem Urin entleert, und das Tiergewicht sank iiber 
2) ¢. Am darauffolgenden Tage wurden nur 140 cem sezerniert. 
men wir beide Tage zusammen, so war die durchschnittliche 
nmenge dieselbe wie an den andern Tagen, und die Kreatinin- 
fe war vom achten bis zehnten Tage durchschnittlich 93 mg 
niiiber den fiinf Tagen der Vorperiode mit 100 mg, wiihrend 
~hickstoffausscheidung im Durchschnitt: fast das Dreifache 
Vorperiode betrug. 


14* 








G. Dorner, 


Hund. — Fiitterung ; 























Spezifisches : 
la | rinmenge Genie liergewicht | Futter 
cem Reaktion g 
I 370 — 5920 110 ¢ Brot 
| ‘’g | Milch 
2 hdO 1020 neutral 5YOD » 
3 350 1014 alkal. 5930 
i 350 1015 6000 110 ¢ Brot 
1/2 | Milch 
etwas Knochen 
D HOO 1020 5940 
(5 280 L020» 5960 > 
7 3d0) 1023 . 6000 1. | Mileh 
s Bd0 10? 1 6100 > 
+ 520 1020 D700 110 ¢ Brot 
My | Milch 
etwas Knochen 
10). 140 1030 6010 > 
11. 260 1020 >» 6050 ‘ 
1? 350 1018 neutral 59D0 ‘yy | Milch 
13. 920) L020 alkal. 6005 110 g Brot 
12 | Milch 
1-4 D10 1024 >» 5950 Me | Milch i 
15. 3950 1023 6050 110 g Brot 
'. | Milch 
16. 375 1023 6050 i 
17 370 1024 > 6000 > 
18. 370 1020.» 6000 > yi 
1 350 1020s 6000 > i 
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metrische Bestimmung 


itinin 


Bemerkungen 





Kreatin 
gesaml 
ng my 
keine Ver- 0) Durchfall, 
mehrung 
> () » 
: 0) 
() 
“ () » 
() 
v U Kein Brot, statt dessen Riickstinde der 
auf Kreatin verarbeiteten Muskeln in 
Milch aufgeweicht, etwa 400 ¢ frischer 
Muskulatur entsprechend. 
) Desgleichen. Kein Durchfall 
U Durchfall. 
0 . 
{04,2 31.5 
120.4 10,4 60 g trockenes Fibrin in Wasser auf- 
_ . geweicht. 
147.0 ? 
140,0 0,2 55 g Fibrin in Milch aufgeweicht. 
ve ' Durchfall. 
141,7 13.6 
Keine Ver- ? 


mehrung 


» () 
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Anders verhielt es sich bei der Darreichung von Fibyiy 

In den sechs der ersten Fibringabe folgenden Tagen 
am dritten wurde abermals Fibrin verfiittert — ist die Stick. 
stoffabgabe im Harn anfangs sehr erheblich, am seehsten ‘Uae, 
noch deutlich vermehrt. 

Der Urin des ersten Versuchstages betrug 520) cer) 
folge groferer Wasserzuftuhr mit dem Fibrin, wiihrend da; 
Tiergewicht gleich bleibt, desgleichen am niichsten Tage. Ay) 
vierzehnten Tage wurde das Fibrin nur in 1/21 Mileh aufee- 
weicht, also keme erhohte Wasserzufuhr und Abgabe bewirk: 

Die Kreatinin- und Kreatinausscheidung steigt geo 
100 mg pro die der Vorperiode auf 133 mg durchschinittlich 
wiihrend der unter dem EinflubB der Fibringabe stehenden Tag 

Ks erscheint demnach wahrscheinlich, wenn au 
nicht durch diesen einen Versuch endgtiltig erwiesen, 
Fibrinnahrung die Kreatininausscheidung beim Hund 
erhoht. 

Der nicht positive Ausfall bei dem Kaninchen  besag 
weil die dargereichte Gabe zu klein war, und es 
ung, mittels der engen Schlundsonde dem Tier 1: 


nichts, 
nicht gel 
Fibrin zu applizieren, 

Es mul weiteren Untersuchungen vorbehalten bleihe 
ob die Kreatininsteigerung durch Fibringaben sich auch son- 
bestitigt, und worauf dieses Verhalten eventuell beruh!, o}) 
unter den Spaltungsprodukten des Fibrins ein besonderer hor- 
der als Muttersubstanz fiir das Kreatin gelten) konnti 


per, 
Da mir eine Fortsetzung der Versuclic 


etwa vorhanden ist. 
vorerst nicht moglich ist, mu} ich mich mit der Mitteilung des 


bisherigen befunds begniigen. 
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(jber eine umkehrbare Fermentreaktion im heterogenen System. 
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Allgemeines tber Fermente. 


Ks steht wohl heute ohne Zweifel fest, daB die Ferment- 
ikKtlonen den katalytischen zuzuzahlen sind. Sie sind, wie 
vese, Vorgiinge, die an sich langsam verlaufend, durch die 
‘egenwart eines fremden Stoffes beschleunigt werden. 
‘)} Diese Arbeit wurde im Auszuge vorgetragen von Herrn Professor 
M. Bodenstein auf dem VI. Internationalen Kongref\ fiir angewandte 
zu Rom und auf der XII. Hauptversammlung der deutschen 
nsen-Gesellschaft fiir angewandte physikalische Chemie zu Dresden. 
Zeitschrift f. Elektrochemie, Bd. XII, S. 605. 
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serzelius war wohl der erste, der diese Vermutnng ays- 
sprach, und es ist sein groBes Verdienst, dab er die Analogic 
zwischen solchen Reaktionen, wie die Umwandlung von Zuckey 
unter dem Einflusse von verdiinnten Sauren und von Diastgse 
klar erkannte und sie unter einem gemeinsamen Gesichtspunk: 
zusammentabte. Er war es auch, der zuerst betonte, da; 
Lebens- und Umwandlungsvorgange im tlerischen und piflanz- 
lichen Organismus katalytische Prozesse seien. Spiiterhin findey 
wir diese Ansicht immer deutlicher ausgesprochen, so weny 
z. B.C. Ludwig in seinem Lehrbuch der Physiologie schrei})i 
«Es konnte leicht dahin kommen, daf die physiologische Chemie 
ein Teil der katalytischen wiirde. » 

Betrachtet man also die Fermente als Katalysatoren, so 
ist damit nichts weiter gemeint, als dab sie die Eigenschaft 
besitzen. durch ihre Anwesenheit eine an und fiir sich lang 
sam verlaufende Reaktion zu beschleunigen und meistens wiil- 
rend der Reaktion unveriindert zu bleiben. In welcher \r 
und Weise die Fermente hierbel wirken, dartiber wird nichts 
gesagt. 

Es hat nun nicht an Theorien gefehlt, die dieses 
heimnisvolle Wirken der Fermente» erkliiren  sollten. Dy 
Theorie, welche bis in neuester Zeit wohl die meiste Geltung 
besab. war von Pasteur aufgestellt worden. 

Er teilte die Fermente in zwei Klassen: die geformten 
und die ungeformten Fermente. Fir die ersteren nahm er an, 
dali ihre Wirkung mit dem Lebensprozeb der Zelle unzertrenn- 
lich verkniipft sei, daf also z. B. die alkoholische Zuckergiarung 
nur in Gegenwart der lebenden Hefezelle erfolgen ké6nnte. 
betrachtete die Girung somit als eine Lebensverrichtung 
Zelle. Der Zucker wiirde von dieser aufgenommen und Koh! eu- 
siiure und Alhohol erschienen als Produkte des Stoffwectisels 
wieder. In welcher Weise der Zersetzungsvorgang im Inner 
der Zelle stattfand, dariiber wird nichts gesagt. Es war som! 
nicht im mindesten eine Erklirung fiir die Wirkung der fer- 
mente gegeben worden, vielmehr war ein Riatsel noch du 


} 
hihi 


ein groberes, den Lebensprozeb, ersetzt. Fur den Vorgang 
Innern der Zelle war von manchen Forschern der Standpuns! 
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vertreten worden, daB dort die ungeformten Fermente wirksam 
ceien. welche die Zersetzung veranlaften. Es gelang ihnen 
edoch nicht, solche Enzyme zu isolieren und somit den Beweis 
hrer Behauptung zu erbringen. 

Die Pasteursche Anschauung wurde erst durch die 
ehonen Versuche von E. Buchner als falsch erwiesen. Diesem 
Porscher gelang es, bei mehreren Fermenten den Lebensprozef 
lorselben von der eigentlichen Fermentwirkung zu_ trennen. 
hy konnte z. B. aus getoteten Hefezellen ein Enzym isolieren, 

hes in gleicher Weise die alkoholische Zuckergiirung her- 

rief, wie die lebenden Hefezellen. Durch diese epoche- 
henden Arbeiten ist also der Unterschied zwischen geformten 
ungeformten Fermenten gefallen. Trotzdem ist in letzter 
wieder von Green!) der Versuch gemacht worden, die 
Fermentwirkungen als Lebensprozesse anzusehen. Er labt zwar 
den Unterschied zwischen Fermenten und Enzymen fallen, bringt 
aber ihre Wirkung in Beziehung zu den vitalen Kriiften des 
ebenden Protoplasmas. 

Alle diese Theorien jedoch. welche das ©Wesen» der 
Fermentwirkungen erkliren sollten, sind ebensowenig von Er- 

¢ vekrOnt gewesen, wie die Hypothesen tiber das «Wesen» 

Katalvse, und es ist nur zu wahr, wenn C. Oppenheimer?) 

hreibt: «Die ganze biologische Auffassung der Fermentpro- 
zesse fiihrt uns in eine Sackgasse. » 


Chemische Dynamik der Fermentreaktionen. 


Die zahlreichen Arbeiten, die bisher tiber die Fermente 

ihre Wirkungen gemacht worden sind, beschaftigen sich 
groftenteils nur mit den qualitativen Verhialtnissen des Vor- 
gunges. Die quantitative Seite und insbesondere die Frage 
hich dem zeitlichen Verlauf der Reaktion ist nur wenig be- 
Ksichtigt. Zu den Arbeiten, die sich mit der Kinetik der 
Enzymreaktionen beschiiftigen, gehéren vor allen Dingen die 
Cntersuchungen von O'Sullivan und Thompson,’) Due- 


‘ 
i 


Die Enzyme, tbersetzt von A. Windisch 
‘; Die Fermente und thre Wirkungen, 1903, 5. 11 
Journ. of Chem. Soc., Bd. LVI L. S. 834 (1890 











282 Wilhelm Dietz, 


laux,?) Tamman,?) A. I. Brown,%) H. Brown und Gley- 
dinning, *) V. Henri,*®) Senter,®) Herzog‘) u. a. Doch troty 
dieser schOnen Arbeiten wissen wir noch sehr wenig tiber die 
Dynamik der Fermentreaktionen. §) 

Als katalytische Vorgiinge betrachtet, sollte man in erstep 
Linie erwarten, dali die Enzymreaktionen den Gesetzen de 
chemischen Kinetik folgen. Ein Beispiel, wo dies in gutep 
Weise zutrifft, ist die von Senter untersuchte Zersetzung des 
Wasserstoffsuperoxyds durch Hamase. Fur diese Reaktion ij 
die Geschwindigkeitsgleichung erster Ordnung. Der Wert {ijp 
k bleibt in jeder Versuchsreihe konstant und ist unabhiingig 
von der Anfangskonzentration: ferner ist er proportional de; 
Fermentkonzentration, wie die Theorie es erfordert. 

Doch nur in wenigen Fiillen legen die Verhiiltnisse so 
einfach wie hier. Meist treten mehr oder minder grobe A}- 
weichungen ein, welche in einzelnen Fiéillen in der Natur der 
Fermente ihre Erklirung gefunden haben. 

Ks ist sehr wahrscheinlich, dab die Enzyme Kolloide sind. 
Als solche haben sie natiirlich wenig definierte Eigenschatten 
Withrend die Eigenschaften der Losungen eines Krystilloids 
unter gleichen Bedingungen immer dieselben sind, hangen dic- 
jenigen emer kolloidalen Lo6sung von verschiedenen Faktoren, 


»? 


insbesondere von ihrer Vorgeschichte, ihrem Alter usw. al 
Ks ist daher nicht verwunderlich, wenn man bei der groben 
Emptindlichkeit und leichten Verinderlichkeit der Fermente nur 
schwer konstante Resultate erhialt. 

Die kolloidale Natur der Enzyme bedingt aber noch weitere 


Abweichungen. 
Durch die Untersuchungen von Siedentopf und Zsig- 


mondy ist wohl ohne Zweifel festgestellt, dab eine kolloidue 


') Mikrobiologie, Bd. II, Paris (1899). 

?) Zeitschrift f. phys. Chem., Bd. Ill, S. 25; Bd. XVIII, 8. 426 
°) Journ. of Chem. Soc., Bd. LXXXI, 8. 373 (1902). 

4) Journ. of Chem. Soc., Bd. LXXXI, 8S. 383 (1902). 

*) Lois générales de Vaction des Diastases, Paris (1903). 

6) Zeitschrift f. phys. Chemie, Bd. XLIV, 8. 257. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. 

*) Bredig, Ergebnisse der Physiologie (1902), 5. 134—212. 
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sung ein zweiphasiges Gebilde mit grober Oberflichenent- 
sicklung ist. An der Grenzfliche beider Phasen ist eine Ober- 

henspannung wirksam, und diese bedingt, dali, wenn ein 
sicher Stoff zu der kolloidalen Losung gefiigt wird, an der 
Tronnungsflache der Phasen Konzentrationsinderungen des ge- 
scten Stoffes auftreten. Da nun die Reaktion an der Begren- 
vyostiiche der Phasen  stattfindet, so sind die hier herr- 
~« -henden Konzentrationen ftir die Geschwindigkeit der Reaktion 

vebend. 

Man ersieht hieraus, daf die Verhaéltnisse bei den Ferment- 
renktionen bedeutend komplizierterer Natur sind, als bet den 
Reaktionen, in-denen gewohnliche anorganische Katalysatoren 

rwandt werden. Dementsprechend ist es durchaus nicht ver- 
widerlich, wenn die Enzymreaktionen den Gesetzen der che- 
mischen Kinetik in ihrer einfachen Form nicht folgen. 

Friiher glaubte man in diesen Abweichungen einen charak- 

ristischen Unterschied zwischen den gewohnilichen Katalysa- 
und den Enzymen zu finden, Aber Bredig und seine 
Schiller!) haben durch ihre sch6nen Untersuchungen tiber die 
Zervsetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch kolloidale Metalle 
ezeizt, dab diese Abweichungen in der kolloidalen Natur der 
talysatoren begrtindet sind. Sie finden ebensolche Abwei- 
ingen. wie sie bei den Fermenten auftreten, z. B. herrscht 
keine strenge Proportionalitét zwischen Katalysatormenge und 
Geschwindigkeitskonstante: auch zeigt sich ein Temperatur- 
‘iinum der Geschwindigkeit, gerade wie es bei den Enzym- 
reaktionen der Fall ist. Ebenso wie diese sind sie auch sehr 
emplindlich gegen Gifte. Es legen also nach alledem keine 
Grinde vor, einen Unterschied zwischen der Wirkung der Fer- 
enie und der gewohnlichen Katalysatoren zu machen. 
Da die meisten Fermentreaktionen bis zum vollstaéndigen 
orauch des Substrats verlaufen, wie z. B. die Kohrzucker- 
aitung durch Invertase, der Abbau der Eiweibstoffe darch 
psin und Trypsin usw., so zog man friiher den allgemeinen 
Sink, daf die Enzymreaktionen nur einseitig verlaufende Vor- 
Habilitationsschrift, Leipzig 1901. 
Zeitschrift f. phys. Chemie, Bd. XXXI, S. 258, u. a. 
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giinge wiren. Ja, man behauptete sogar, daf man mit Fep- 
menten keine Synthesen von Stoffen erzielen kénnte.  Zys» 
gab es auch Fermentreaktionen, die nicht bis zu Ende yep. 
liefen, wie z. B. die Zersetzung des Amygdalins durch Emulsiy 
Allein man erkannte bald, dab der erreichte Endzustand kei) 
Gleichgewicht war. Der Stillstand der Reaktion war vielmeh, 
durch ZerstOrung des Ferments, z. Bb. des Emulsins, heryor- 
gerufen. Wurde neues Enzym hinzugefiigt, so ging die Reaktion 
weiter. 

Vom Standpunkt der Katalyse aus betrachtet, mul may 
fiir die Fermente erwarten, dai sie auch auf die inverse Re- 
aktion einen beschleunigenden Einflu®{ austiben. Es mul) als: 
sehr wohl moglich sein, unter geeigneten Bedingungen ein 
Fermentreaktion umkehrbar zu machen. Ein solcher Fall wurde 
zuerst vom Croft Hill!) entdeckt. Er fand bei der Spaltung 
der Maltose durch ein Ferment, Maltase genannt, dal die Uy 
wandlung nicht bis zur vollstindigen Bildung von Glukos 
verlief, und dai anderseits eine konzentrierte Glukoselosung 
unter dem EinfluB von Maltase sich wieder in Maltose zuriick- 
verwandelte. Die Versuche von Hill wurden von Emiier- 
ling?) wiederholt. Er fand die Angaben von Hill bestiitigt, 
nur nimmt er die Bildung von Isomaltose an. Diesem letzte 
Korscher gelang es ferner, aus Mandelnitrilglukosid und Glukose 
mittels Maltase das Amygdalin zu regenerieren.*) Das Mande- 
nitrilglukosid ist ein Spaltungsprodukt des Amygdalins mil Mual- 
tase. Die Synthese des Amygdalins aus den Endspaltungspro- 
dukten aus Blausiiure, Bittermandelél und Glukose mit Emu'sin 
gelang nicht. 

Seit einiger Zeit hat man nun mehrfach umkehrbare 
Fermentreaktionen kennen gelernt. Besonders interessant sl 
die Versuche von Kastle und Loewenhardt.*) Sie fande! 
dal} das fettspaltende Enzym der Pankreasdriise unter Umstiinc 
auch die Synthese von Estern bewerkstelligen kann. So konnte! 


'y Journ. of Chem. Soc., Bd. LXXIII, S. 634 (1898) 
2) Chem. Ber., Bd. XXXIV, 8S. 600 (1901). 

) Chem. Ber., Bd. XXXIV, S. 3810 (1901). 

‘) Amer. chem. Journ., Bd. XXIV, S. 491 (1900). 
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J aus Butterséiure und Athylalkohol den Buttersiureithylester 
iorctellen. und denselben anderseits bei Zusatz von Wasser 
luyeh dieses Ferment wieder spalten. Thre Resultate wurden 
Mohr?!) bestiitigt. 
in neuester Zeit ist eine Arbeit von Pottevin?) erschienen, 
che ebenfalls die Esterbildung und Esterzersetzung zum Ge- 
sepstand hat. Diesem Forscher gelang es, mittels eines Enzyms, 
colches er aus der Pankreasdriise des Schweines erhielt, Olsiiure 
aid Glycerin in Mono- und Triolein umzuwandeln. Er_stellte 
Produkte in solchen Mengen dar, dab er sie durch Siede- 
mktsbestimmungen und Elementaranalyse identifizieren konnte. 
Anch aus anderen Alkoholen und Siuren konnte Pottevin die 
entsprechenden Ester bilden. Brachte er anderseits die fertigen 
mit Wasser und Ferment zusammen, so erfolgte Ver- 
hung. 
Nun beschiiftigten sich aber alle diese Arbeiten nur mit 
jualitativen Seite des Vorganges. Vom Standpunkt der 
cmuschen Statik und Dynamik sind diese Reaktionen jedoch 
wenig betrachtet worden, und doch sind sie gerade am 
netsten, die Wirkung des Ferments als Katalysator klar 
tellen. Bei Croft Hill finden sich nur die Ausgangs- und 
ikonzentrationen seiner Versuche verzeichnet. Aus diesen 
Verten hat Pommeranz?) die Gleichgewichtskonstanten be- 
rechnet. Die erhaltenen Zahlen bestiitigen das Massenwirkungs- 
ely ganz leidlich fiir die Croft Hillsche Fermentreaktion: 
die Bestiitigung betrifft nur das Gleichgewicht, und zwar 
bei wenig geinderten Versuchsbedingungen., 
Ks erschien daher wiinschenswert, im Falle einer um- 
eorbaren Fermentreaktion eingehend zu untersuchen, inwiewelt 
rorderungen der chemischen Dynamik und Statik mit den 


hxperimenten jibereinstimmen. In der vorliegenden Arbeit ist 
! die oben erwiihnte Reaktion von Pottevin, die Ester- 


Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. XIX, S. d88 (1902). 


Compt. rend., Bd. CXXXVI, S. 1152 (1903); Bd. CXXXVII, 8S. 378 


Wiener Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIII, S. 750 (1902). 
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bildung und Esterverseifung, von diesem Gesichtspunkte 
untersucht worden. 
Darstellung des Pankreasferments. 

Die Herstellung des Ferments erfolgte im allgemeinen yy) 
Pottevins Angaben.! 

Pankreasdriisen vom Sehwein wurden in einer lei 
hackmaschine fein zerhackt, alsdann wurde das Produkt so |yy)o 
mit absolutem Athylulkohol behandelt, bis den Gewebeteilen das 


mit der Maschine zu zerhacken, weil man dann einen hole 
Feinheitsgrad erhilt. Nachdem man den Alkohol durch Filtrs: 
moglichst vollsténdig entfernt hat, bringt man den Riickstand 
in Soxlethsche Extraktionsapparate und entfettet mit Athy 
vollstiindig. Nach der Entfettung bringt man den Inhalt di 
Eextraktionshiilsen auf ein groBes Nutschentilter, saugt den A\the 
ab und trocknet im Luftstrome. Dieses so erhaltene Gey 
der Pankreasdriise zeigt nun die fermentativen EKigenschaften 

Die zuniichst hergestellten Fermentpraparate waren 
wenig haltbar: sie nahmen mit der Zeit saure Reaktion 
Ks lag nahe, dies auf eine Selbstverdauung zurtickzufiili 
Diese lieB sich nun verhindern, wenn man das Fermei! 
Wasser extrahierte. Das Wasser lost niimlich das proteolytiscl: 
Ferment vollstiindig aus dem Gewebe heraus, und es. ku: 
somit eine Zersetzung desselben nicht mehr stattfinden, 

Das Auswaschen des Pankreasgewebes mit Wasser ve- 
schieht zweckmiibig in folgender Weise. Man breitet au! cin 
erobes Nutschentilter das Ferment in diinner Schicht aus. tie 
gieft mit kaltem Wasser und saugt stark ab. Das Auswiasclicn 
geschieht solange, bis das Filtrat mit verdiinnter Essigsiure 
keinen weiblichen Niederschlag mehr gibt. Das Wasser cat 
mit dem Ferment nicht sehr lange in Bertihrung sein, 
dieses sonst aufquillt und hartniickig das Filter verstopft: 
halb gibt man immer nur kleine Portionen Wasser zu und 
diese erst absaugen, ehe man neues Wasser aufgieft.  Alsdann 
trocknet man das Ferment wieder mit Alkohol und Ather 


') Compt. rend., Bd. CXXXVII, S$. 378 (1904). 
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syer ein einigermafen gleichformiges Produkt zu_ erhalten, 
edo das Ferment noch durechgesiebt. Nur der feine Teil 


io zu den Versuchen angewandt. 

Das so mit Wasser extrahierte Pankreasgewebe zeigt nun 
sroberer Haltbarkeit auch noch stiirkere fermentative 

‘Kungen. 


Versuch. 
Gileiche Mengen einer LoOsung von Buttersiure in Amyl- 
ol wurden in einem Falle mit ungewiissertem Ferment, 
snderen Falle mit der gleichen Menge gewiissertem Ferment 
zt. 
Der Umsatz in 19 Stunden betrug: 
25,59 9 mit ungewiissertem Ferment, 
30.4%/9 mit gewiissertem Ferment. 
Nach vierwOchentlichem Aufbewahren hatte sich die kata- 
sche Kraft des Ferments kaum geiindert. Allerdings zeigte 
es noch immer einen kleinen Siiuregehalt (wahrscheinlich Amido- 
en von der Zersetzung herriihrend), weleher sich auch durch 
chrmaliges Auswaschen mit Wasser nicht vollstiindig entfernen 
Hoch die Sauremenge ist nur minimal, und ihr Titer, 
er sehr klein gegeniiber dem der zur Umsetzung gelangenden 
Siure ist, wurde in den spiiteren Versuchen jeweils von dem 
ndenen Titer abgezogen. Doch blieb jetzt der Siiuretiter 
tnzyms konstant. 
Die Aufbewahrung des Ferments geschah im Eisschrank. 


Versuche zur Isolierung des Ferments. 

Was nach der oben angegebenen Methode erhaltene Produkt 
stellt nun durchaus nicht ein reines Ferment dar, sondern es 
nd nur die moglichst weitgehend gereinigten Gewebefasern der 
‘ankreasdriise, in deren Zwischenraum das eigentliche Enzym 

nvelagert ist. Es lag nun nahe, anzunehmen, dab man mit 
in vollstiindig reinem Fermente die kriiftigsten Wirkungen 

‘en wurde. Deshalb wurden zahlreiche Versuche angestellt, 

iis Ferment zu isolieren. 
Nas mit Wasser extrahierte Pankreasgewebe, welches also 
'rypsin mehr enthielt, wurde withrend einiger Tage mit 
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Glycerin behandelt. Die so erhaltene Extraktion zeigte yj), 
starke katalytische Eigenschaften. 

Versuch. 


Ein Teil dieser L6sung wurde mil Olsiéure versetzt. 


Anfangstiter: 8,05 cem Ba(OH),, 
Nach ca. 18 Stunden 3,40 © » » 


Um die Glycerinextraktion moéglichst rein zu erhalten, 
wurde dieselbe durch Pukallsche Tonzellen filtriert. Dje <, 
erhaltene klare Losung hatte jedoch die katalytischen Eiven- 
schaften fast vollstindig verloren. 


Versuch. 


~ 


Filtrierte Glycerinextraktion wurde mit Olsiure versety: 
Antangstiter : = 6,30 ccm Ba OH), 
Titer nach 5 Tagen 6,00 © » » 

Das wirksame Ferment, welches also im Glycerin kol- 
loidal gelOst war. ist durch die Tonzelle fast vollstindig zi- 
riickgehalten worden. Die Filtration wurde deshalb aufgegeben, 
und es wurden die Lésungen durch Zentrifugieren  gek ir 

Auf Zusatz von Athylailkohol fiel dann aus dieser Losing 
ein feiner weiber Niederschlag aus. Dieser wurde abliliricr! 
und als Katalysator benutzt. 

Versuch. 
Buttersiiure in Amylalkohol: 
Anfangstiter : 9,85 ccm Ba(OH), 
nach 16 Stunden: 5,50 » > 

Diese Operation des Ausfiillens mit Alkohol mubte rasc! 
vorgenommen werden, denn lieB man denselben langer wirken, 
so war das Ferment unwirksam geworden: es war getotct. 
Um die zerst6érende Wirkung des Alkohols zu umgehen, wwr- 
den andere Stoffe wie Aceton, Ather, verdiinnte Kochsalz- 
losung als Ausfiillungsmittel benutzt, aber ich hatte hiermil 
keinen Erfolg. Sie brachten entweder gar keinen oder nur cine 
bedeutend geringere Ausfiillung als Athylalkohol hervor. 

Da sich der Herstellung des reinen Ferments groBe Sehwie- 
rigkeiten entgegenstellten, und dieses auch aéufberst emp! 
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v-h war, so wurden weitere Versuche zur Isolierung des En- 
yyms nicht mehr angestellt. 
. Die unten folgenden Versuche sind daher alle mit dem 
Pankreasgewebe als Katalysator angestellt worden. 

Gang der Untersuchung. 

Die Reaktion der Esterbildung und -Verseifung, welche 
<-hon so oft Gegenstand der physikalisch-chemischen Unter- 
sy-hung gewesen ist, verliiuft nach folgendem allgemeinen 
Schema : 

Alkohol +- Siiture [= Ester +- Wasser. 

Wie oben schon gesagt wurde, bestand die Absicht, den 
Verlauf dieser Reaktion unter dem Einflusse des Pankreas- 
fopments zu verfolgen. Es sollte sowohl die Geschwindigkeit 
dey Esterbildung und -Verseifung als auch das Gleichgewicht 
lieses Vorganges bestimmt werden, in ganz analoger Weise 
wie dies von Knoblauch!) geschehen war: und es sollte unter- 
hit werden, inwiewelt die experimentellen Ergebnisse mit 

Forderungen des Massenwirkungsgesetzes iibereinstimmen. 

lm bei dieser Reaktion jede Komplikation zu vermeiden, 

yon vornherein die Anwendung mehrwertiger Alkohole und 
mehrbasischer Saéuren auszuschlieben, denn solche werden vor- 
aussichtlich einen stufenweisen Verlauf des Vorganges bedingen. 
H's kamen daher nur einwertige Alkohole und einbasische Sauren 
i Betracht: und zwar wurden die ersten Versuche mit Athyl- 
aikohol und Olsiiure, die spiiteren mit Iso-Amylalkohol und 


Normalbuttersiiure angestellt. 

Wie man aus der allgemeinen Reaktionsgleichung ersieht, 
wird man bei groBem Uberschu8 an Alkohol nur dann einen 
gul detinierten Gleichgewichtszustand erhalten, wenn man dem 
heaktionsgemisch von vornherein eine gewisse Wassermenge 
zuscizt. Zunichst wurde deshalb versucht, in einer &quimole- 
kKularen Athylalkohol-Wassermischung zu arbeiten, allein es zeigte 
‘ich, dab in einer solchen Lésung die Reaktionsgescliwindigkeit 
“0 klein war, daB sie praktisch nicht verwertet werden konnte. 
Erst bei héheren Alkoholkonzentrationen, ¢a. 90°/o, wurde die 





', Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. XXII, S. 268. 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL. 19 
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Geschwindigkeit zur Messung geeignet. Beim Amylalkoho| wap 
es tiberhaupt nicht moOglich, eine iquimolekulare Alkohol-W asser- 
mischung herzustellen, da derselbe im Maximum nur ca. 5 Vole 
Wasser auf ca. 8 Mole Alkohol lést. Die Wasserkonzentp.- 
tionen wurden deshalb nur in diesen Grenzen variiert. 
Durch die Verwendung des Ferments als Katalysator ye 
der obigen Reaktion treten nun einige Komplikationen des soys} 
so einfachen Vorganges auf. Das Ferment, ein gelblich weilje- 
Pulver, ist niimlich in der betreffenden Reaktionsfliissigk ej 
unloslich. Bringt man also dasselbe zu den reagierenden Sto{fen. 
so erhiilt man ein heterogenes System, mit elmer Ferment- 
phase und einer Fliissigkeitsphase. Damit nun wahrend de 
teaktion keine Ortlichen Konzentrationsunterschiede auftreten, 
ist fortwiihrende lebhafte Riihrung erforderlich. Auch ist das 
Riihren notwendig fiir die Probeentnahme. Wiirde néamlich aus 
dem ruhenden Reaktionsgemisch mit einer Pipette die P 
enthommen, so wiirde man nur die klare, fermentfreie Losing 
erhalten. Mit der Zeit wiirde daher eine relative Anreicheruny 
des Enzyms in dem System stattfinden, und dies liebe sich bei 
der Berechnung der Versuche nur schwer berticksichtigen. [- 
mubte deshalb danach getrachtet werden, daf bei jeder Prole- 
entnahme stets auch die gleiche Menge Ferment mit aus der 
Losung entfernt wurde. Um dies zu erreichen, wurden Pipetten 
verwandt, welehe unten nicht zu einer Spitze ausgezogen waren 
Bei geniigend grober Riihrgeschwindigkeit, und gentigend raschein 
Aufsaugen mittels einer solchen Pipette erreichte man nun. 
dafi man immer die entsprechende Menge Ferment dem System 


rope 


entnahm. 

Es seien hier noch die Zahlen von einigen Versuchen 
angegeben, die diese Tatsache bestitigen : 

Bei einem Versuch mufbten theoretisch jedesmal O,0380 ¢ 
Ferment bei 5 ecm Fliissigkeitsentnahme entfernt werden, gv- 
funden wurde: 0,O381; 0,0378:; 0.0384; also der wahren Menge 
sehr nahe kommend. 

Damit die Riihrung des Reaktionsgemisches  energise!: 
ausgefiihrt werden konnte, wurde die Reaktion in zylindrischen 
GlasgefiiBen vorgenommen, die mit einer guten Riihrvorric)- 
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tung versehen waren. Die GlasgefiBe waren in einem Ther- 
mostaten (t = 35° C.)1) befestigt. Der Antrieb erfolgte durch 
einen Elektromotor. 

Nachdem die reagierenden Stoffe auf die Versuchstem- 
peratur vorgewarmt waren, wurden sie unter lebhafter Riihrung 
in den GlasgefiiBen zur Reaktion gebracht. Die Mengenver- 
hiltnisse wurden dabei immer so gewihlt, dali das Fliissig- 
keitsvolumen 270 ccm betrug. Von Zeit zu Zeit wurden mit 
den oben beschriebenen Pipetten Proben zu 5 ccm heraus- 
genommen, mit stark gekiihltem Athylalkohol versetzt und mit 
Baryiwasser (ca. 0.03 n) und Phenolphthalein als Indikator ti- 
triert. Der Zusatz des Athylalkohols geschah einerseits, um die 
Reaktion zum Stillstand zu bringen, anderseits um den Amyl- 
alkohol mit dem Barytwasser mischbar zu machen, wodurch 
der Umschlag bedeutend schirfer wurde. 


Die Berechnung der Versuche. 


Wie oben schon gezeigt wurde, ist das Reaktionssystem 
heterogen, und zwar vollzieht sich die Reaktion in der Fer- 
mentphase, wie folgender Versuch zeigt: 

Kin Gemisch von Amylalkohol und Buttersiiure wurde mit 
Ferment zur Reaktion gebracht: 

Der Anfangstiter betrug 6,50 com BaOH), 

nach 2 Std. 46 Min. war der Titer 5,28 

Jetzt wurden 20 ccm aus dem Reaktionsgemisch heraus- 
genommen, vom Ferment abfiltriert und die klare fermentfreie 
Losung wieder in den Thermostaten gebracht. Nach 23 Std. 
‘) Min. war der Titer der urspriinglichen L6sung 1,79 eem 
bal OH), geworden, wihrend der Titer der abfiltrierten Losung 
900 com war, also konstant geblieben war. 

Dieser Versuch zeigt deutlich, dafh die Reaktion nur in 

lermentphase stattfindet. Im ganzen System verliiuft der 
Vorsang wahrscheinlich folgendermaBen: Die in der Lésung 
velindlichen Stoffe diffundieren in die Fermentphase und werden 
hier infolge der katalytischen Eigenschaften des Enzyms zur 


‘', Pottevin gibt diese Temperatur als die geeignetste an. 
19* 
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Reaktion gebracht. Die entstandenen Stoffe diffundieren nun 
ihrerseits in die LoOsung. 

Es labt sich nun nicht voraussehen, inwieweit die Diffusion .<- 
und die Reaktionsgeschwindigkeit, die Generalgeschwindigk eit 
des Vorganges bestimmen werden. Diese ist nun recht gering 
Zur Erreichung des Gleichgewichtszustandes sind mehrere Tave 
erforderlich. Es ist daher sehr wahrscheinlich statthaft, die 
Geschwindigkeit der Diffusion gegeniiber der der Reaktion als 
sehr grob zu betrachten. Das Verteilungsgleichgewicht der 
gelosten Stoffe zwischen Fliissigkeits- und Fermentphase wird 
sich also rasch einstellen. Die spiéteren Versuche iiber Adsorp- 
tionserscheinungen des Ferments zeigen, dai dies tatsiichlich 
der Fall ist. 

Diese Reaktion stellt somit ein Analogon dar zu der yon 
Loewenherz!) und spiiter von Goldschmidt und Messer- 
schmidt?) untersuchten Esterverseifung im heterogenen System 
aus Benzol und wiisseriger Salzsiiure. Das Verteilungsgleici- 
gewicht der reagierenden Stoffe stellt sich rasch zwischen den 
beiden Phasen ein. Die Umsetzung erfolgt in der Phase der 
hohen Reaktionsgeschwindigkeit: hier der wiisserigen Salzsiiure, 
dort im Ferment. 

Da also die Reaktion in der Fermentphase stattfindet, <0 
sind die dort herrschenden Konzentrationen fiir den Verlau 
des Vorganges bestimmend. 

Bedeuten nun Cg, Cy, Cg, Cw, die Konzentrationen dicser 
Stoffe (Saéure, Alkohol, Ester, Wasser) in der Fermentphase, <0 
kann man in erster Linie die Geschwindigkeitsgleichung [or- 
mulieren: 

Se, Rie My De le 


dt 
Nun sind die Mengen von Alkohol und Wasser, we 
bei dem Vorgang verschwinden, resp. entstehen, sehr. klein 
gegeniiber den vorhandenen. Es wird daher durch die Reaktion 
die Konzentration dieser Stoffe nur unwesentlich geiindert, wind 


es ist daher zuliissig, sie als konstant zu betrachten. Mit k, 


] } 


ICie 


') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XVI, S. 389 (1894). 
*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXI, S. 235 (1891). 

















kK, -- k,-Werte aus den Esterbildungsversuchen an. 





YQ* 
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und k, vereinigt, ergeben sie die neuen Konstanten k, und kj, 
Hie Gleichung Jautet alsdann: 


Ot on ~~ hee 


dt 
Wie oben schon erwahnt wurde, wird der Fortschritt der 
Reaktion gemessen durch Titration eines Gemisches der beiden 
Phasen. Man findet also die Summe von Siiure in LOsung plus 
Giure im Ferment. Diese letztere Menge ist nun aber unmebbar 
klein, wie spiitere Versuche zeigen. Man findet also bei der 
Titration praktisch nur die Siuremenge, welche sich in Losung 
befindet. Nimmt man nun die Giiltigkeit des Nernstschen Ver- 
teilungssatzes fiir die Verteilung der Komponenten zwischen 
Lisung und Ferment an, 
also 
Cs im Ferment = a- Cs in Lésung 
Ce » = 6- Cy 
und fiihrt diese Werte in obige Gleichung ein, so erhilt man 
unter Berticksichtigung, dab 


1-k, = ky und B- ky = ky, 


dx ' ' 
om ki: Os—ke- Ce 
Ist a die Anfangskonzentration der Siiure, x die zur Zeit 
t verbrauchte Siuremenge = entstandene Estermenge. so gilt, 
wenn urspriinglich kein Ester vorhanden war. 
dx . 
1 >= k,-(a—x)—k,-x 
= dx 
Im Gleichgewichtszustand ist: 1 >= QO, also: 
( 
Cr ky K X e 
—-- = a ——_$ = = 
Us k. a—xX a—é 
wo € das x beim Gleichgewicht bedeutet. 
Die Integration obiger Gleichung ergibt: 
; 8 z 1 (a—é) E 
i= , -In—-—-; ky = ote -eln — 
t a g Xx t a =— x 
| 1 z 
Kk, + ke = -In —— 
t =— xX 


Diese Gleichungen geben die Berechnung der k,, k,- und 
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Fiir die Berechnung dieser Werte aus den Esterzerp- 
setzungsversuchen ist zu beachten, daB hierfiir die Diffe- 
rentialgleichung lautet: 


dx 
it eee ks . (a‘ — x‘) — ky . x! 
Qa 


wo a’ und x’ sich auf die Esterkonzentrationen beziehen. 


Die Integration dieser Gleichung liefert: 


1 = z 1 (al —e) ge 
ko = -—-In = - kX = -——-—-ln — 
t a e* — x t a ef — x’ 
1 =! 
ky —. ky — In ~ ame 


Versuche mit Olsiiure und Athylalkohol. 


Die Versuche mit diesen Komponenten wurden in Athy!- 
alkohol mit 10°.» Wassergehalt angestellt. Grobere Wasser- 
konzentrationen konnten nicht gut angewandt werden, weil sons! 
die Reaktionsgeschwindigkeit zu klein wurde. 

Kin zunichst angestellter Versuch zeigte, dafi die Auto- 
katalyse durch das vorhandene Wasserstoffion gegeniiber der 
Katalyse durch Ferment vernachliissigt werden konnte. 

Eine Mischung von Athylalkohol und Olsiiure, deren ‘Titer 
6,10 cem Ba(OH), war, wurde in einem verschlossenen Kolhen 
in einem Thermostaten (35° C.) gebracht. Nach einem Mouat 
betrug der Titer 6,40 cem Ba(OH),. Wie man hieraus ersielit, 
ist also durch Autokatalyse keine Siiure verschwunden: im 
(iegenteil ist der Titer sogar etwas gestiegen. Diese kleine 
Zunahme ist wohl auf eine Oxydation der Olséiure als un- 
gesiittigte Siiure — durch den Luftsauerstoff zuriickzufiihren. 
Um diesen auszuschalten, wurden daher die spiiteren Versuche 





im Stickstoffstrome ausgefiihrt. 

Die Versuche mit Olsiiure waren meist nur orientierender 
Art und sollen daher im einzelnen nicht mitgeteilt werden. “ie 
litten alle an dem Ubelstande. da®B sie sehr lange dauerten. So 
brauchte z. B. ein Versuch mit der gewoOhnlichen Ferment- 
konzentration (5 g¢ auf 270 cem) ca. 6 Wochen, bis der End- 
zustand erreicht war. DaB bei dieser langen Zeitdauer da: 
Ferment nicht unverindert blieb, ist wohl selbstverstandlich. 














(‘ber eine umkehrbare Fermentreaktion im heterogenen System. 299 
nie k-Werte dieser Versuche sind daher auch nicht konstant, 
sondern sie fallen mit der Zeit. Bei Verwendung gréferer 
Fermentkonzentrationen erreichte man zwar eine passendere 
Geschwindigkeit, allein in einem solchen breiartigen Gemisch 
waren die Titrationen sehr unschartf. 

Der in der folgenden Tabelle angefiihrte Versuch ist mit 
cyober Fermentkonzentration ausgefiihrt worden. Das Volumen 
dep Reaktionsfliissigkeit betrug 270 cem. In bezug auf Olsiiure 
war die LOsung 0,17 normal. Die Probeentnahme geschah mit 


einer 5 cem-Pipette. 

















setae 8 cem ' 
= Ba(OH), aie 
0,00 8.42 oan 
17,12 6,42 0.0085 
21,77 6.10 0.0080 
H).63 4.8) 0.0076 
64,42 3.85 0,007 1 
87.85 3.10 0.0071 
117.57 2.45 0.0071 
163.33 2,00 0.0066 
215,62 1.70 0.0065 
306 1.50 cai 


Wie man aus der vorstehenden Tabelle ersieht, liegt bei 
der angewandten Wasserkonzentration von 10°/o das Gleich- 
gewicht so stark nach der Seite der Esterbildung. da® die 
inverse Reaktion praktisch nicht gemessen werden konnte. 
Grobere Wasserkonzentrationen waren aber, wie oben schon 
erwahnt, nicht gut verwendbar. Es sind deshalb diese Ver- 
‘uche mit Olsiiure und Athylalkohol nicht weiter fortgefiihrt 


worden, da man in iso-Amylalkohol und n-Buttersiure geeignetere 


Agmmponenten fand. 
Versuche mit n-Buttersiure und i-Amylalkohol. 


Mit diesen Komponenten sind nun alle weiteren Versuche 


ausgefiihrt worden. 
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Kine Vereinigung von Buttersiiure und Amylalkohol unter 
dem Einflusse des in geringer Konzentration vorhandenen Wasser- 
stoffions (von der Dissoziation der Butterséure  herriihrend 
findet kaum = statt. Ein Versuch zeigte, dai innerhalb eines 
Monats nur 1,5°/o Siiure verschwunden war. Dieser’ geringe 
Umsatz ist also ohne Einflu$B auf die Reaktion mit Ferment. 
welche héchstens 14 Tage dauert. 

Die in den folgenden Tabellen mitgeteilten Konzentra- 
tionen sind zur leichteren Ubersicht und zum Vergleich «lle 
in Millimolen pro Liter berechnet. Die Zeit ist in Stunden an- 


gegeben. 
Die Gleichgewichtsmessungen. 


Die Versuche zur Bestimmung des Gleichgewichtszustiandes 
sind mit denen zur Berechnung der Reaktionsgeschwindigke:! 
zusammen ausgefiihrt worden. Der Ubersicht halber sollen sie 
aber von diesen gesondert betrachtet werden. 

Um das Gleichgewicht modglichst exakt zu erhalten, wur- 
den die Versuche fast immer von beiden Seiten ausgetfiilr! 














Man ging also einerseits von einer Esterl6sung in Amylalkoly 
anderseits von einer gleich konzentrierten ButtersiiurelOsing 
aus und wartete den Endzustand der Reaktion ab. Diese ging 


immer bis sehr nahe an das Ende, so dab dieses leicht extra 
poliert werden konnte. 

Wie schon gesagt, kann bei geringer Wasserkonzeiitra 
tion kein detinierter Gleichgewichtszustand erhalten werden 
da die Esterverseifung nur einen sehr geringen Betrag erreic!i! 
Erst bei héherem Wassergehalt des Amylalkohols bei 6,9 ° 


wird diese Reaktion mebbar. 

Solche Versuche mit 6.5°/o Wassergehalt und mit yer 
schiedenen Anfangskonzentrationen der reagierenden Stoffe si! 
in Tabelle 1 unter Nr. 3, 4, 5 verzeichnet. 

Bei noch gréferen Wasserkonzentrationen§ erreich! 
Gegenreaktion einen noch hoheren Betrag. Solche Versuche 
mit 8° o Wassergehalt sind unter Nr. 6—13 aufgefiihrt. 

Betrachtet man in der Tabelle 1 die Endkonzentrationen 


ved) 


der Esterbildungsversuche und vergleicht sie mit denen ce! 


{1 
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gugehorigen Esterverseifungsversuche, so sieht man, dab in 

allen Fiillen die Endtiter praktisch dieselben geworden sind. 

Her Gleichgewichtszustand ist also von beiden Seiten in gleicher 

\Veise erreicht worden, ist also unabhiingig von der Richtung, 
welcher die Reaktion verliiuft. 

Doeh auch noch tn anderer Hinsicht sind diese Versuche 
mteressant. Die Messungen Nr. 9, 10,11 sind ebenso wie die 
\y. 6, 7, 8 alle in Amylalkohol mit 8°/o Wasser ausgefiihrt 
worden. Jedoch war bei den ersteren das angewandte Ferment- 
priiparat von bedeutend geringerer Wirksamkeit als bei den 
letzteren.}) Trotzdem wurde auch in diesem Falle praktisch 
derselbe Gleichgewichtszustand erreicht. Das Fermentgleich- 
cewicht ist also auch unabhiangig von der Giite des Ferments. 

Wer Versuch Nr. 12 wurde mit der doppelten Ferment- 
menge ausgefiihrt wie der Vergleichsversuch Nr. 13. Auch hier 
sind bei beiden Messungen die Endtiter der Losung gleich ge- 
worden. Das Gleichgewicht ist also auch von der Ferment- 
konzentration unabhiingig. 

Die beiden zuletzt erwahnten Versuche wurden mit dem- 
sehen Fermentpriiparat angestellt wie Nr. 6, 7, 8, jedoch 
eiwa 4 Wochen spiiter. Dennoch ist der erreichte Endzustand 
ruklisch derselbe wie bet Versuch Nr. 7. Das Alter des Fer- 
tients beeinflubt also das Gleichgewicht auch nicht. 

Diese Ergebnisse. die Unabhiingigkeit des Gleichgewichts 
von der Fermentmenge, von der Vorgeschichte desselben usw. 
sind durchaus neu. Es ist tiberraschend, dal ein so instabiler 
Korper, wie das Ferment, das durch geringe Ursachen oft 

igreifende Verinderungen erfihrt, die Gleichgewichtser- 
<cheinungen mit einer Deutlichkeit, wie sie den Schwierigkeiten 
ueser Versuche entspricht, zum Ausdruck bringt. Das Ferment 
zeiet also hier durechaus den Charakter eines gew6Ohnlichen 


rganischen Katalysators. 
Wie verhalten sich nun die Fermentgleichgewichte zum 
| . ; 
Massenwirkungsgesetz ? 


Aus den Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der Tabellen 6—11 


senen, 
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Tabelle 1. 


























= Le —— ee — 
Ksterbildung Esterverseifung 
Tabellen] Fer- | Wasser- Titer in | Titer in Extra- 
; ment- konzen- Milli- Milli- —_ poliertes K 
Nr. menge tration molen molen Gleich- A 
g %o pro Liter| pro Liter gewicht 
3 5.01 6.5 50.42 0.00 
| 1 10,16 40; — 
; v 
10,58 10,00 
4 dO] 6.5 100.00 0.00 
| 16,25 | 52 m 
N Vv 
17,92 15,00 
a) d.01 6.5 196.30 0.00 
| 27,01 6.0 
a -s 
28,75 27.67 
6 5,01 8 52,24 0,00 
1 i. 22,40 13 | 02 
} 
22,39 22.76 
7 5.01 8 100.00 0,00 
31,42 Z,2 | 02 
31.72 | 31.34 | 
8 5,01 S 197,70 0.00 
45,90 3,3 | (0,27 
+s 5 t-4.40 
n) 5.01 8 50.64 0.00 
1 22,31 13 | 0,24 
24.43 | 21.89 | 
10 d.O1 8 100.00 0.00 
29,18 | 24 | 0,29 
32.61 27.89 | 
11 5,01 8 | 203.00 0.00 | ; 
| | 46,77 3,3 O21 
_v v | 
51.93 t-+.63 | 
12 10.02 8 100,00 0.00 : 
| 32.96 | 2,03 0.20 
‘ v_ 
33,58 32.8) | 
13 5,01 8 100,00 
| 32,83 2,01 0,20 
v 
32,89 
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Wendet man dasselbe auf diesen Fall an, so erhalt man: 
i oe 3 - 

a + Ga 

Wie oben schon gezeigt worden ist, erfahren die Kon- 
ventrationen des Alkohols und des Wassers wiihrend der Reak- 
tion so geringe Anderungen, dah sie als konstant betrachtet 
werden kOnnen. Mit der Konstanten K vereinigt, erhilt man somit 
Cy 
Cs 


Vergleicht man die nach dieser Formel berechneten K- 
Werte (Tab. 1) der Versuche 3, 4, 5, so sollten, wenn das 
\lassenwirkungsgesetz erfiillt wire, diese Werte konstant bleiben. 
Fhenso sollten diejenigen der Versuche 6—13 konstant werden. 
Sie sind es aber durchaus nicht. In der Versuchsreihe mit 
5° Wasser ist eine Ubereinstimmung noch einigermaben vor- 
handen. Bei der mit 8°/o Wasser ist dies auch nicht annahernd 
mehr der Fall. 

Betrachtet man nun die K-Werte der beiden Versuchs- 
reihen, die mit 8°.o Wasser angestellt wurden, in Abhingigkeit 
von der Anfangskonzentration, so findet man ungefahr folgendes 
Verhiltnis : 

13: 2,2:3,3:+-1:15:2— f1: #2: Fé. 

Es lat sich daher formell eine Konstanz der K-Werte 

erzielen, Wenn man sie nach folgender Formel berechnet: 


Ce 
Cs 

Die nach dieser Gleichung erhaltenen Werte sind in Ta- 

vele 1 (letzte Kolumne} verzeichnet. Man sieht, dali nun die 

K'-\Verte leidlich konstant geworden sind. Uber die Bedeutung 

es Exponenten «! 2» kann erst in einem spiiteren Abschnitte 


K‘ == - 


esprochen werden. 

Wie verhalten sich nun die heterogenen Fermentgleich- 
fewichte zu dem Gleichgewicht im homogenen System ? 

Das homogene Gleichgewicht wurde bestimmt in Amyl- 
‘kohol mit 8°/o Wasser. Als Katalysatoren kamen sowohl 
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Salzsiiure als auch Pikrinséure in Anwendung.') Aus diesen 
Versuchen berechnet sich die Gleichgewichtskonstante zu K = 5.7. 

Dieser Wert gilt aber fiir 8°/o Wassergehalt. Fiir 6.5 
findet man denselben angeniihert: 

Ko ce ae &. 
6,9 

Vergleicht man diesen Wert mit den nach der Forme! 
Cr 
Cs 
berechneten Zahlen, so findet man, daB durchaus keine Ujer- 
einstimmung vorliegt. Die K-Werte der Reihen mit 89/0 Wasser 
zeigen mit dem des homogenen Systems verglichen, noch weniger 


A = 


Ubereinstimmung. 
Die Konsequenzen, die sich hieraus ziehen lassen, kinnen 
erst in einem spiiteren Kapitel behandelt werden. 


Die Geschwindigkeitsmessungen. 

Die Versuche zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindiy- 
keit waren mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Es kam 
hitufig genug vor, daB wiahrend der Nacht die Riemen, welche 
die Riihrvorrichtung antrieben, abfielen oder zerrissen. [ies 
Versuche waren dann meistens nicht zu verwerten.  Aucli 
muften die Titrationen zur Messung des Reaktionsverlaules 
oftmals wiihrend der Nacht ausgefiihrt werden. Der Fuarben- 
umschlag des Indikators lieB sich alsdann bei einer kiinstlichen 
Lichtquelle nur schwer erkennen. Es sind dementsprechend 
die gefundenen Werte mit relativ groben Versuchsfehlern be- 
haftet. Trotzdem lassen die erhaltenen Resultate den Verlau! 
der Reaktion mit aller Deutlichkeit erkennen. 

Die zuniichst angestellten Versuche wurden mit geringe! 
Wasserkonzentration des Amylalkohols ausgefiihrt. In diesem 
Falle ist, wie vorauszusehen, die Gegenreaktion, d. h. die Ester- 
zersetzung sehr klein. Man kann daher den Vorgang als eit- 
seitig verlaufend betrachten. DemgemiB ist also die einfacle 
Geschwindigkeitsgleichung erster Ordnung zu erwarten. 


') Diese Versuche werden spiter noch ausfithrlicher beschri 


werden. 

















P . . : = € 
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ox == k-(a— x) oder k = —_—— 
dt t a— x 


In Tabelle 2 sind zwei Versuche angefiihrt mit den Wasser- 
konzentrationen 3,5°/o und 5,5°/o. Die tibrigen Verhiiltnisse 
ind dieselben. Die Werte k sind nach obiger Formel berechnet. 
Sie zeigen in beiden Reihen eine gute Konstanz. Man ersieht 
vis diesen Werten auch den bedeutenden EinfluB, den die Wasser- 
onzentration auf die Geschwindigkeit des Vorganges ausiibt. 
ir 5.0°/o ist der k-Wert fast doppelt so grob als fiir 3,5°%/o. 
bs zeigt sich hier ein bemerkenswerter Unterschied der Kata- 
lyse durch Saéuren und durch Ferment. Wihrend dort die 
Geschwindigkeit der Esterbildung mit steigendem Wassergehalt 
stark fiillt, nimmt sie hier dagegen zu. 

Geht man zu hoheren Wasserkonzentrationen tiber, so 
wird ein unter Umstiinden sehr erheblicher Anteil der Butter- 
siure nicht verestert. Anderseits wird fertig zugesetzter Ester 

dem gleichen Mabe verseift. Es wird also unter diesen Ver- 
Liltnissen die Geschwindigkeit beider Reaktionen mefbar. 


|. 
K 
F 


Tabelle 2. 














35°!) HO 5,01 g Ferment 
. 5,9°/o9 HO 

t? m4) k t T k 
O00) 100,00 — 0.00 100.00 

2.00 97.06 0.0064 2,00 94,12 0,013 
9 57 87,10 0.0062 5,93 87.82 0,010 
14.35 BO .84 0,0064 10,33 76,38 0,012 
24.43) 69,74 0.0063 15,17 67 d+ 0,012 
31.88 62,38 0,0063 25,20 52,04 0,012 
+7 98 48,32 0,0065 32,58 43.18 0,012 
99,27 43,56 0,006+ 48 83 31.38 QOO12 
10.67 33,94 0.0060 5d.92 28 SO 0,011 
LM) 42 23,98 0.0062 77,73 22.16 0,010 
384 8,12 00063 | 385 10,96 0012 

') t = Zeit in Stunden. 


T = Titer der Reaktionsfliissigkeit in Millimolen Saure pro Liter. 
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In den Tabellen 3, 4, 5 sind sowohl die Esterbildungs- 
als auch die Esterverseifungsversuche verzeichnet, die in Amy|- 
alkohol mit 6.5°/o Wasser angestellt worden sind. Gleichzeitig 
wurden auch die Anfangskonzentrationen von Séure und Ester 
variiert. Der Gang der Gegenreaktion ist deutlich erkennbar. 
Sie ist also nicht mehr zu vernachliéssigen. Die Berechnung 
mul} deshalb nach der auf Seite 293 abgeleiteten Forme! ge- 


schehen. 


é | E E 1 & 
k= ‘ - In ——; kyo = — - —- In —— 
a { —=E—xX a, t &,— X; 


Die Werte k, und k, sind in den einzelnen Reihen be- 
friedigend konstant. Nach der Theorie sollten nun aber auch 
die k,- resp. k,-Werte der drei Reihen unter einander  iiber- 
einstimmen, die Geschwindigkeitskonstanten also unabhiingig 
von der Anfangskonzentration sein. Die Mittelwerte von k. 
weichen nur wenig von einander ab, diejenigen von k, stiirker. 
Die Abweichung ist zwar nicht sehr betriichtlich, aber immer- 





hin vorhanden, 


Tabelle 3. 














6,5°/0 H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
t T | k, { | T | ke 
0,00 DO,42 ~- 0,00 0,00 
3,87 46,67 0,0087 5,39 092 | 0,0016 
9.18 41,50 | 0,0094 18,50 258 | 0.0014 
12,47 38.33 0,0099 31,37 417 | 00015 
22,00 32,50 0,0092 66,87 6,67 0,00 14 
28.00) 28,75 0,0095 93,10 692 | 0,0015 
35,13 26,83 0,0087 141,03 925 
47 48 21.67 0.0091 214,17 = 10,00 
70,58 16.66 | 0,0089 L 1016 
96,38 14,17 0,0083 | | 
217,25 10.58 00,0091 
L 10,16 
A = ME = 4,0; as = 6,0. 
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Tabelle 4. 
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6,5° 0 H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
i k t T ki 
O00 100,00 — 0.00 0.00 a 
3.40 93,74 0.0072 6.67 2.50) 0.0018 
10.52 80,83 0.0090 19,73 6,50 0.0018 
13.73 77.50 0.0089 32.65 8.08 0.0015 
23 32 65.00 0.0084 68.10 12.50 0.0015 
29.25 5917 0.0083 94.30 13.08 0.0016 
36.20 53.33 (),0082 142.31 14,00 
17 97 45,00 0.0081 215,50 15,00 
71.68 33,34 0.0081 2 16,25 
17.57 27.08 0.0076 
380) 17.92 0.0082 
L 16,25 
K UE — 42; = 5 
Us K2 
Tabelle 5. 
6,5°/o HO 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
¥ ky t T ky 
0,00 196,30 _ 0,00 0,00 _ 
3.13 186,60 0.0073 6,83 5,00 0.0018 
10.45 165,90 0.0072 19,73 10,83 0,0015 
13,78 158,30 0.0070 26,70 13,33 0,0015 
23.35 138,30 0.0068 32,79 15,67 0,0013 
28.68 126.70 0.0070 45,11 18,33 0.0015 
6,23 112,90 0.0071 68,22 20,83 0,0012 
#0) 96,25 0.0070 94.31 23,33 0.0012 
71.65 70,00 0,0072 215,50 27,08 0.0014 | 
97, 33 56.24 0.0068 385 27.67 
ie 28,75 0.0071 va 27,91 
L 27,91 
K = = 60; = 5,0. 
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In den Tabellen 6, 7, 8 sind Versuche verzeichnet, welche 
in Amylalkohol mit 8°/o Wassergehalt, das sind ca. 4,4 Mole 
Wasser auf 8,2 Mole Alkohol, ausgefiihrt wurden. Wie voraus- 
zusehen ist, geht in diesem Falle die Esterbildung noch weniger 
weit vor sich, als in den vorhergehenden Fiillen. Die Gegen- 
reaktion ist hier also sehr erheblich, und sie kann gut verfolyt 
werden. 

Faft man die einzelnen Versuchsreihen ins Auge, <9 
findet man auch hier eine gute Konstanz der k,- resp. k,-Werte. 
So gut nun die einzelnen Reihen in sich stimmen, so schlecht 
ist aber die Ubereinstimmung untereinander. Die k,-Werte 
sind hier ungefiihr unabhiingig von der Anfangskonzentration 
der Siiure. Die k,-Werte steigen dagegen stark an mit ab- 
nehmender Esterkonzentration. 

Betrachtet man die Konstanten k, der Esterverseifung 
genau, so findet man folgendes: Wahrend die Esterkonzentra- 
tionen im Verhiiltnis 1: 2:4 zunehmen, nehmen die Werte yon 


k, ungefiihr im Verhiiltnis 1: 1,5: 2,d.i.ca.p1:p2:) tab 


Tabelle 6. 














8 °/o H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
t T ky ky t x ke 
0.00 52,24 ~-- — 0,00 000 . — 
1,03 50.75 0,012 0013 | 4,38 448 | 0,0095 9 O77 
1,98 R51 0.017 | O18 | 8,03 8,57 | 0,0112 0.054 
4,00 45,52 | 0,016 0,018 | 17,18 14,18 | O,OL08 0004 
6,98 4238 0,014 , 0,016 | 24,53 15,67 | 0.0091 0,060 
11,00 36,94 0,016 0,019 | 90,00 22,76 | 00101 0078 
15,98 31.72 0.018 | 0,022 L 22.40 | 
25,47 27.46  O017 0,021 | | 
97,50 | 2239 0,016 0,018 | | 
L 22) | | 
| 
ky Ce 
—— 1,6: 7 -- — 1,3 
ko Cs 
‘ 1 
ky Cy’ 
— = 0,24; —- = 0,24 
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8°o H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
) T k, k t T ky | ky 
0.00) 100,00 — — 0,00 0,00 —- | — 
{48 94,04 0.014 O14 3,63 5,60 | 0.0075 | 0,074 
LK) &8,22 0.014 0.016 7,60 10,82. 0,0077 0,075 
6.48 80,60 0.014 | 0,018 | 16,77 17,54 - 0,0064 | 0,066 
11.55 67,90 0,016 | 0,017 24.05 22.02 | 0.0070 | 0.067 
14.98 62,69 , 0,016 | 0,018 | 8930 | 31.34 | 0.0072 | 0,070 
95,10 48.88 0,016 0,016 - 31.42 | 
ah 95 31,72 0.015 0,017 
x 31,42 
ky Cr 
- poe sacar 2,1 - — ye 
ky Cs 
4 1) 
k C,. — 
1 = 0,24; — = 0,26. 
ko 45 
Tabelle 8. 
8°/o H,O d,0L g Ferment 
Esterbildung Esterversetfung 
| T k, ky T k, ks 
0.00 197,70 -— — 0,00 0,00 — _ 
hd8 187,40 | 0,015 0,016 2,95 6.86 | 0.0055 — 0,076 
400 177,60 | 0,012 0,012 7,20 13,44 | 0,0049 0,068 
7.00 160,80 — 0,013 0,014 | 16,40 24,25 | 0.0046 0,065 
(0.40 147,00 | 0.013 | 0,014 | 23,65 | 30,23) | 0,0045 | 0,063 
15.05 126.50 O014 § 0015 | 45,07 40,30 | 0,0047 | 0,068 
24,48 98,51 0,014 | 0,016 | ggg 4,40 | 0.0048 0,067 
31.62 | 88,06 0014 0015 | x 15,90 
46.30) 48.51  O,014 O15 
L 49 90 
< Cr *) 6 
= 34; —— 3,3; 
k» ili Cs | 
‘ 1/ 
k ‘ C . ~ _ 
1 = 0,23: — 0,27. 
kp Cs 
20 
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Dasselbe Verhiltnis war auch schon bei den Gleichge- 
wichtskonstanten dieser Versuche gefunden worden. Dort war 
nun eine Ubereinstimmung der K-Werte erreicht worden durch 
die Annahme, dafi nicht die ganze vorhandene Estermenge als 
aktive Konzentration auftritt, sondern nur die Quadratwurze!| 
aus derselben. 


Geht man von diesem Gesichtspunkte bei der Aufstellung 
der Geschwindigkeitsgleichung aus, so erhilt man, dal} die 
Gieschwindigkeit der Esterverseifung jeweils proportional jst 
der Quadratwurzel aus der Esterkonzentration. Also 


dx 


ra a 9 
dt k, x” 


Die Gleichung fiir die Gesamtreaktion lautet alsdann: 
t ) 


dx es , ‘ : 
dt = k,- (a — x) — ky- x 
ae — , dx ” 
Fir das Gleichgewicht, wo t= Q, erhélt man: 
P wie 
K ” ki _ x'/2 = zt. _ Cy 
ok (a —x) a—é Cs 


Vom fertigen Ester ausgehend, lauten die Gleichungei: 


dx ; a 
= k,-(a— x,)?# —ky- x, 
dt 
‘ P a 
K ky (a—x,)"2 Cg’ 
2  - = 


Integration der kinetischen Gleichung. 


Fir den Fall der Esterbildung lautet nach obigem die 
Differentialgleichung: 


dx Png 
= k,- (a — x) — k,- x’* oder 
dt 
ws dx 
dt — ; : na : 
By z ee 
setzt man x'? = Zz. x = 2?, so ist dx = 2z- 


. dz 
ia (Z —Z,)- (4z—2, 
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" 1 rs. « 
=—-3; 44:2 = — + Vs +. LK 3 ist oder 


ia 2k — 


=s © 


unter Beriicksichtigung, dab im Gleichgewicht r 
; . ( 


a—xX a-—é a OS eee 
: = — wo — die Werte von x im Gleichgewicht 


s 


| 
ae 
nn 


hedeuten: 
a 


~ 
- 
— 


. 7, — 
. 4 2 —— . 
— = 


Die Aufldsung obigen Integrals erfolgt nach Zerlegung in 


Partialbriiche. Man erhiilt so: 


Z, 
Zi Z. 
Wo: a= - = — ale. 
Z,— 2s Z, — 2; 
ky \ ! ‘ 
-t=—a-[— In (z, — z)| + B-In(z—z,) +- C. 


l J . ] ! ‘4 
ame -(z,-In(z, — 2) — z,- In (4 — 2Z,)| 4- ©. 


Z,— Zs 
Setzt man die Werte von: z, Z,, Z, ein, so resultiert: 


2 Ki = i .. (F. —] ‘) 
+yem (Vs + ye)re 


Die Elimination der Integrationskonstanten erfolgt auf 


Grund des Wertes t = 0, fiir den x = O ist, also: 
a 


C = —é-In Vi—a-Iny =. 
Fiihrt man diesen Wert ein, so erhiilt man endlich: 

| , z Jz 2 ¢ 
k, = ee J - In +n ( )} 
t (a é) | 2 Vi—yx Jx-=+a | 


') Diese Umformung ist nétig, damit das Auftreten des Logarithmus 


nn 


Von einer negativen Zahl vermieden wird. 
20* 
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Fiir die vom fertigen Ester ausgehenden Versuche jst 
zu beachten, daB die Titration die entstandene Siiuremenge — 
(der verschwundenen Estermenge) = x ergibt. Der vorhandene 
Ester ist also (a — x). Da nun die Geschwindigkeit der 
Reaktion der Quadratwurzel aus der jeweils vorhandenen Ester- 
menge proportional sein soll, so lautet die Differentialgleichung: 
- — k,-(a — x)e — k, -x. 

dt 

Diese Gleichung wird analog der vorigen aufgelbst. Man 
erhalt durch Integration: 


_ . ‘bam a . = fa — =). In(VWa— x— Va — =) 


anes a | 
= ee ae: + (. 
a n(Ta x me i ( 


Die Eliminierung der Integrationskonstanten erfolgt auf 
dieselbe Weise wie oben. Man erhiilt schlieBlich: 


Nach diesen beiden Gleichungen sind nun die in den 


Tabellen mit k, und k) bezeichneten Konstanten berectinet 


worden. 

Man sieht, daB jetzt vollstindige Ubereinstimmung der in 
Betracht kommenden Groen vorhanden ist. Die Werte k, und k, 
sind sowohl in den einzelnen Reihen unter sich, als auch von 
einer zur anderen bei wechselnden Anfangskonzentrationen 
konstant. Die k,-Werte der Esterbildung werden durch dic 
Kinfiihrung der Potenz !/2 nur wenig beriihrt. Dagegen werden 
die k,-Werte der Esterverseifung bedeutend veriindert. Zwar 
sind noch immer kleine Abweichungen vorhanden; aber diese 
sind in Anbetracht der groBen Versuchsfehler durchaus nic!) 
bedeutender wie bei vielen anderen Reaktionen, bei denen 2n- 
organische Katalysatoren verwandt wurden. 
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8°/o H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
T k, ky t T ‘, ky 
0.00 50,64 _- —— 0,00 | 0,00 = a 
5,15 46,77 0.0069 . 0,0078 6,31 4,63 0.0071 0,050 
G17 +463 0.0063  O0,0075 10,58 6,43 0.0062 0,044 
12.97 13,17 0.0057 -0,0071 19.58 | 11,58 | 0.0072 0,050 
308 2443 | 0.0063 00075 | 26,41 | 15,02 | 0,0082 0,055 
a 22.31 44,45 9 17,60 00069 0,047 
117,75 20,17 0.0073 0,033 
307 21,89 | 0.0071 0,047 
aa 22,31 
k ' Cr 
—~=09; -—— = 13; 
k, | Cs 
‘ 1 
k ' ‘K ; 
- = 0,16; —— = 0,24 
ko Cs 
Tabelle 10. 
8°/o H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
t T k, k t T ky ky 
0.00 © 100,00 _ — 0,00 0.00 —_ | — 
2.08 96.99 — 0.0064  0,0084 6,30 5.8 | 00043 | 0,044 
5,18 91,83, 0,0073 | 0,0077 | 10,05 884 00045 0,047 
4 23 86.24 = 0.0072  0,0077 19,41 13,73  O0,0042 0,044 
12,95 80,67 0.0074 | 0,0080 26,18 17,60 00045 0,044 
22,37 71.24 | 0.0072. 0,0080 | 44,25 — 21,03 90,0087 0,039 
29 (7 64.79 0.0073 0.0081 117.57 24.03 0.0042 0.044 
‘7.11 6,65 0.0062 0.0069 306 27,89 
120.15 34.76 0.0065 — O, W75 - 29 18 | 
306 32,61 00070 0,0078 | 
x 29,18 
k, an Cr 
a 37 —- == 2,4 
ky Cs 
‘ 1 
k ‘2 
' = 0,18; <= = 0,29. 
ks Us 
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Tabelle 11. 











8% HO 5,01 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
T kK, k, t T ky k, 
0.00 203,00 — — 0,00 0,00 ~ oe 
2.15 194.50 0.0088 — 0,0090 1.95 3,01 0.00384 — 0.046 
5.20 186,20 0.0073  0,0076 6,30 8.15 0.00380 0.047 


IR 173.80 0.0074  O0079 10.05 11,58 0.0028 O.044 
12.98 163.10 0.0076  O.0081 19.41 20.17 0.0029 O044 
22.41 137.70 O.0O8L = 0.0087 26,17 25,74 | 0,0031 O.044 


_—a 





2G 10 128.70 0.007% 0.0080 44 22 31.32. 9 O0025 — O.038 
7,15 107,60 0,0067 0,0073 | 42913 39.91 | 0.0080.) 0.044 
120,22 71.66 0,0051  0,0074 | 308 44.63 
310 51.98 0.0073 0,0081 x 46.77 
L 406.77 

ky se Cr 

sox By: ——- we BS 

ky Cs . 

‘ 1 

ks Cs 


In den Tabellen 9, 10, 11 sind Versuchsreihen wieder- 
gegeben, die ebenfalls in Amylalkohol mit 8°/o Wasser ange- 
stellt worden sind. Die Zahlenwerte der Konstanten sind jedoch 
nicht mit denen der Tabellen 6, 7, 8 zu vergleichen, da die 
Versuche mit einem anderen Fermentpriparat ausgefiihrt wurden, 
und es selbstverstiindlich ist, dab die katalytischen Kigenschatften 
verschiedener Priaparate sehr verschieden sind. 

Doch auch bei diesen Versuchen findet man die gleichen 
Verhiiltnisse wieder, wie bei den vorigen, so dab sie diesen 
analog zu betrachten sind. 


EinfluB der Fermentkonzentration auf die Reaktions- 
geschwindigkeit. 
Schon Kastle und Loewenhardt!) hatten bei ihren Ver- 
suchen mit Pankreaslipase gefunden, dai die Wirkung derselben 
proportional der Enzymkonzentration war. 


2 &. 
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Auch bei diesem Ferment ist Proportionalitét zwischen 
Reaktionsgeschwindigkeit und Fermentmenge vorhanden. 

Um den Einflu{8 der Enzymkonzentration zu bestimmen, 
wurden Messungen mit konstanten Siure- und Esterkonzentra- 
tionen bei verschiedenen Fermentmengen vorgenommen. — In 
Tabelle 12 ist eine Versuchsreihe angefiihrt, welche mit der 
doppelten Fermentmenge angestellt ist wie die iibrigen. Als 
Vergleichsserie dient sowohl Tabelle 13 als 6. 

Man ersieht hieraus deutlich den Zusammenhang zwischen 
Fermentkonzentration und Geschwindigkeitskonstanten ; doppelte 
Euzymmenge verdoppelt die kK-Werte, so daB also die Beziehung 
besteht 

dx : 


_ Ik (s a ae) 
i= Coerment * [1 (@—-X) —ky- x]. 


Wie schon auf Seite 297 erwihnt wurde, ist das Gleich- 
vewicht unabhingig von der Fermentkonzentration. Die Tabellen 
{2 und 13 bringen diese Verhaltnisse sehr deutlich zum Ausdruck. 


Tabelle 12. 




















8°'o HO 10,02 g Ferment 
Esterbildung Esterverseifung 
T k, t z= k, 
0.00 100,00 _ 0.00 0.00 | ~—_ 
1,12 93 44 0.027 1,23 3,65 0,014 
5,82 73,72 0,025 6,17 14,60 0,014 
10,57 59,03 0,026 10,32 17,52 0,012") 
1.78 4,88 0,031 19,42 22.63 0,009 
27,39 37,96 0,029 27,00 ~ 26,28 0,009 
51.30 33.58 0.928 43,15 30,66 0,009 
x 32.96 51.00 32.8) 0.014 
oa 532,96 
Cr = 2.03: a = 2.0. 
Cs ty 


') Wihrend der Nacht war von der Riihrvorrichtung der Riemen 


abgetallen, 
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Tabelle 13. 






































8°'o H,O 5,01 g Ferment 
Esterbildung 
| T | k, 
| | = 

0,00 | 100,00 | om 
2.63 | 94,84 | 0,013 | 
7,05 | 82,28 | 0,013 
11,03 74,16 | 0,014 
20,13 58,30 0,014 
27,97 50,56 0,015 
43,90 4),23 | 0,015 
51,17 38,01 ! 0,014 
97 52 | 33,58 | U,014 
363 32.85 | 

= as B08. 


Die Versuche der Tabellen 6, 12 und 13 sind noch weiter- 
hin beachtenswert. Sie sind alle mit demselben Fermentpriparat 
angestellt worden: die Versuche 12 und 13 aber ca. 4 Wochien 
spiiter als 6. Trotzdem sind die k-Werte nicht sehr verschieden 
von einander. Es haben sich also die katalytischen Eigen- 
schaften wiihrend dieser Zeit unverdndert erhalten. 


Beziehungen zwischen Gleichgewicht und Reaktions- 
geschwindigkeit. 


Wendet man die Formel fiir die Reaktionsgeschwindigke!! 


dx 


= k, (a—x) —k,-x 
dt ¥ 
auf den Gleichgewichtszustand an, wo t= QO ist, so erhilt man 
k X E Cr = 
i — cans — <= —_— = K. 
k, a—xX a—é Cs 


Die Gleichgewichtskonstante ist also gleich dem Verhiiltnis ce! 


Geschwindigkeitskonstanten. 
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Betrachtet man von diesem Gesichtspunkt aus die ge- 
findenen Werte, so ergibt sich im grofen und ganzen_ be- 


a 


friedigende Ubereinstimmung. Die K- wie auch die ." -Werte 
2 


sip die einzelnen Versuchsreihen seien der Ubersicht halber 
hier zusammengestellt. 

Fiir die Versuche mit 6,5°/o Wasser (Tabelle 3—®d) er- 
hilt man: 


Anfangskonzentration == 90,05 n. 0,10 n. 0,20 n. 
K 4,0 5.2 6.0 
Ki ik = 60 51 dO 

2 


Der Versuch mit 0,05 n. Anfangskonzentration zeigt eine er- 
hebliche Abweichung. Die anderen beiden stimmen leidlich 
iiberein. 


Fiir die Versuche mit 8°/o Wassergehalt findet man: 


Anfangskonzentration == 0,05 n. 0,10 n. 0,20 n. 
K = 13 2.2 33 
k Mk, — 1,6 21 3,4 


In den einzelnen Versuchsreihen stimmen die K_ und 
Kk, k,-Werte gut iiberein. Man sieht auch, wie entsprechend 
der Anderung von k, die Gleichgewichtskonstanten mit der An- 
fangskonzentration zunehmen. Bildet man nun fiir diese Ver- 
suche die Werte k, k,, so tritt alsdann eine befriedigende Uber- 
eiustimmung mit den Zahlen K‘ = Gri, ein. Kiki und K‘ 
sind nun sowohl in den einzelnen Reihen, als auch von einer 
zur anderen konstant. 


Anfangskonzentration 0,05 n. 0,10 n. 0,20 n. 
K‘ = O24 0,26 0.27 
ky k, = 0,24 U,24 0,23 


Fiir die Versuche (Tabelle 9—11) liegen die Verhaltnisse 
unalog, doch ist hier die Ubereinstimmung weniger gut. 


Anfangskonzentration 0,05 n. 0,10 n. 0,20 n. 
K : 28 2.4 33 

ky K ° = OY 1.7 25 

K‘ = (),24 0,29 0,27 


0,16 0,18 O19 
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Fabt man die Ergebnisse der letzten Kapitel zusammen, 
so sieht man, dafi nicht nur in qualitativer, sondern auch jp 
quantitativer Hinsicht das Ferment im groben und ganzen den 
Charakter eines echten Katalysators hat. Die Konstanz dep 
k-Werte in den einzelnen Reihen, die Ubereinstimmung der K- 
und k, k,-Werte der einzelnen Versuche, fernerhin die Unab- 
hingigkeit der k‘-, K‘- und k k\-Werte von der Anfangskon- 
zentration, die Proportionalitat der Reaktionsgeschwindigkeit mit 
der Fermentmenge, alles das spricht durchaus dafiir, dem Fer- 
mente die Rolle eines echten Katalysators zuzuweisen. 

Uber die Abweichungen, die auftreten, und besonders 
liber die Gleichgewichtsverschiebung, wird im letzten Kapitel 
gesprochen werden. 


Erklirung der halben Potenz fiir die Esterkonzeu- 
trationen. 


Das Auftreten von Potenzen mit gebrochenen Exponenten 
in kinetischen Gleichungen ist schon oftmals beobachtet wor- 
den. Wie auf S. 299 schon gezeigt worden ist, wiirde dies 
also bedeuten, dab nur die betreffende Potenz der Konzen- 
tration des reagierenden Stoffes aktiv auftritt. Handelt es sich 
z. B. um eine Gasreaktion, bei der Wasserstoff H, in Reaktion 
tritt, und wiire der Exponent in der kinetischen Gleichung ? », 
so wiirde also nur YH, als aktive Konzentration auftreten. 
Diese ist nun proportional der Konzentration der Wasserstol!- 
atome, wie aus folgenden Gleichungen ersichtlich ist. 


i, 3 28 


Auf iihnliche Weise lieben sich nun die Verhiltnisse }e! 
der Fermentreaktion deuten. Bildete z. B. der Ester in der 
amylalkoholischen Lisung Doppelmolekiile, und hitte der Ester 
in der Fermentphase einfache Molekulargr6éBe, so wiirden fol- 
gende Gleichungen gelten: 
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Losung: Ferment: 


i. 2E Ck 
Ce = YK. Cy, Cr, 


im Ferment: in Losung. 


Die im Ferment wirkende Esterkonzentration wiirde also 
proportional sein der Quadratwurzel aus der Esterkonzentration 
n der Losung. Nun verhalten sich aber die Ester normal. Es 
it daher auf diesem Wege eine Erkliirung der halben Potenz 
ausgeschlossen. 

Bei der Ableitung der kinetischen Forme! auf S. 293 war 
die Voraussetzung gemacht worden, dali die Verteilung der 
Reaktionskomponenten zwischen Losung und Ferment nach dem 
Nernstsehen Verteilungssatze erfolgte. Also: 

1. Cr im Ferment = a- Cg in Losung. 


Die Versuche mit 8°/o Wassergehalt des Amylalkohols in 
Tabelle 6—11 zeigen nun aber, dab durch die Annahme einer 
Verteilung des Esters nach dieser Gleichung den experimen- 
tellen Tatsachen nicht entsprochen wird. Nimmt man dagegen 
die modifizierte Form der obigen Gleichung: 


2. Ce im Ferment = me, in LOsung 
as giillig an, so tritt volistindige Ubereinstimmung der berech- 
neten GroBen ein. 

Der obige Ausdruck an Stelle des Henryschen Gesetzes 
ist nun durchaus nicht ungewoOhnlich. So folgen z. B. die Ad- 
-orptionserscheinungen oft nicht dem einfachen Verteilungs- 
veselz. sondern einer modifizierten Form, analog der obigen. 
Der Exponent ist zwar hier nicht immer gleich !/2, doch ist 
er fur Stoffe, die einigermaBen erheblich adsorbiert werden, 
naher an?! als an 1 gelegen. Fir Stoffe, welche nur schwach 
wisorbiert werden, ist der Exponent ungefahr gleich 1. 

Betrachtet man also die Konzentrationen, welche im Fer- 
ment herrschen, durch Adsorption hervorgerufen, so erscheint 
diese Auffassung sehr geeignet, die Tatsachen zu erkliren. 

ks war nun interessant zu untersuchen, ob eine Adsorp- 
‘ion der reagierenden Komponenten, insbesondere des Esters 
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und der Buttersiiure, im nachweisbaren Grade vorhanden war. 
und ob es moéglich war, das Gesetz der Verteilung zu bestimmen 

Die Verteilungsversuche, die zu diesem Zwecke angestel|; 
wurden, mufiten alle mit sehr groben Fermentkonzentratione; 
ausgefiihrt werden, um nur einigermafen eine Adsorption er- 
kennen zu lassen. Sie wurden alle bei 0° ausgefiihrt, um eine 
Reaktion der Stoffe aufeinander méglichst zu vermeiden. 7Z,- 
niichst wurde festgestellt, daB die Adsorptionen rasch erfolgey, 


Versuch. 


Zu einer Buttersdéureldsung in Amylalkohol mit dem Titer 
(der klaren Lésung) 11,55 cem Ba(OH), wurde Ferment ¢ge- 
geben. Nach 5 Minuten war der Titer 11,40. Nach 1 Stunde 
11,41. Man ersieht hieraus, daf die Adsorption nur in geringem 
Mae vorhanden ist, dafi sie aber rasch erfolgt. 

Im folgenden sind noch einige Zahlen von Adsorption:- 
versuchen angefiihrt: 








Titer der Butterséurelésung ohne 
Ferment 


Nach Zusatz von Ferment! 





15.80 15,75 
31,32 30,82 
62.90) 62,50 


Die Fermentmenge war 1 g. Das Volumen der Lé-ing 
betrug 20 ccm. 

Diese Zahlen zeigen deutlich, da} Adsorption vorhanden 
ist. Jedoch ist es bei ihrer Kleinheit nicht moglich, Gesetz- 
miibigkeiten hieraus abzuleiten. 

Die Verteilungsversuche, die mit buttersaurem Amylester 
ausgefiihrt wurden, ergaben ein besseres Resultat. Sie wurden 
in folgender Weise angestellt. Eine Esterlésung in Amylalkoli! 
wurde mit Ferment gut durchgeschiittelt, dann zentrifugier’. 
und der Ester dureh Verseifen bestimmt. Diese letztere Upe- 
ration wurde so vollzogen, daB man zu der Lésung eine )r- 
stimmte Anzahl Kubikzentimeter Ba(OH), gab, und dann dure 
Zugabe von Athylalkohol das Ganze homogen machte. Erhit7' 
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man nun ca. ?/2 Stunde auf dem Wasserbade, so ist die Ver- 
seifung beendet. Unterlabt man dagegen den Zusatz von Athyl- 
alkohol, so bleibt das System heterogen, und in der obigen 
Zeit ist erst ein kleiner Teil des Esters verseift. Bei diesen 
Versuchen wurde soweit wie méglich die Einwirkung der Kohlen- 
siure der Luft verhindert. Trotzdem sind die Versuchszahlen 
mit ziemlichen Fehlern behaftet. Folgende Zahlen wurden ge- 


funden: 


iter des Esters chne Nach Zusatz von 











Diiferenz 
Ferment Ferment 
34,62 32.41 | 2 21 
20) 40) 18,39 2 O1 
10.20 8.31 1.89 


| 


Die Fermentmenge betrug 1,5 g, das Volumen der Losung 
Xycom. Der Titer gilt fiir 5 cem der fermentfreien Losung. 
Diese Zahlen zeigen deutlich, dab die Adsorption im star- 
keren MaBe stattfindet, als bei der Buttersiiure. berechnet man 
aus diesen Zahlen nach obiger Formel (2) die Werte, so er- 
halt man: 
a = 0,39; 0,47; 0,65. 

Hiese Werte sind nun allerdings nicht konstant. Bedenkt 
man jedoch, daB die Adsorption an und fiir sich sehr klein ist, 
da ferner die ins Ferment hineingetretenen Mengen nicht direkt 
bestimmbar sind, sondern sich als Differenzen von groben GroBen 
ergeben, so sind solche Abweichungen immerhin moglich. Jeden- 
‘alls sind die so erhaltenen Werte besser konstant, als die 
nach der Formel: 

Ce im Ferment = a- Cr in Loésung 
berechneten: 
0,068; 0,11; 0,22. 

Auf Grund dieser Adsorptionsversuche ist es also sehr 
walirscheinlich gemacht, daB die Reaktion in der oben ange- 
deuleten Weise verliuft. Die Diffusionsgeschwindigkeit ist 
gezenuber der Reaktionsgeschwindigkeit sehr grof, das Ver- 
‘cilungsgleichgewicht zwischen den beiden Phasen wird sich 
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also rasch einstellen.!) Ferner sind die Konzentrationen der 
Reaktionskomponenten in der Fermentphase durch Adsorption 
bestimmt, und die halbe Potenz, in welcher die Esterkonzen- 
tration in der kinetischen Gleichung erscheint, findet ebenfal!s 
durch die Adsorptionsversuche ihre Erklarung. 

Der im folgenden angefiihrte Versuch war in der Absicht 
angestellt worden, zu zeigen, dab am Ende der Reaktion der 
in der LOsung vorhandene Ester auch wirklich gleich der vyer- 
schwundenen Siiuremenge war. Es ware z. B. denkbar, daf 
der wiihrend der Reaktion im Ferment entstehende Ester nicht 
in dem Mabe in die Lésung tiberging, wie das Verteilungs- 
gesetz es verlangt, sondern daf ein Teil desselben mit dem 
Ferment irreversibel verbunden blieb. Das gleiche kénnte moz- 
lich sein fiir die Saure, die bei der Gegenreaktion entstiinde. 
Diese irreversiblen Anteile von Ester resp. Saure wiirden dann 
nicht als aktive Konzentrationen auftreten und damit wiiren 
siimtliche Betrachtungen hinfallig, die tiber den Mechanismus 
dieser Reaktion aufgestellt worden sind. 

Am Schlub einer Versuchsreihe wurde die fermentfreie 
Losung auf ihren Gehalt an Buttersiéiure und Ester untersucht. 
Der Anfangstiter der Losung mit Ferment war 12,20 ccm 
Der Endtiter mit Ferment 3,20 
Der Endtiter der klaren Losung 3,10 

Es befindet sich also praktisch keine Séure im Ferment. 

Zur Bestimmung des Esters wurde eine Portion der klaren 
Losung mit einem gemessenen Quantum Barytwasser versetz! 
und der Ester in der angegebenen Weise verseift. Die ver- 
brauchte Menge Barytwasser ergibt nun die Summe von Ester 
und Siiure, da letztere einen Teil des zur Verseifung zugesetzten 
Barytwassers neutralisiert. Es muB also die gefundene Anzalil 
Kubikzentimeter Barytwasser gleich dem Anfangstiter der L0- 
sung sein. Gefunden wurde . 

12.35, 12,00 gegen 12,20. 


1) Es liegt hier ein analoger Fall vor wie bei der Zersetzung ces 
Antimonwasserstoffs. Hier ist ebenfalls die Reaktionsgeschwindigkeit k/ein 
im Vergleich zur Diffusionsgeschwindigkeit. Berl. Ber. 1907, S. 570 
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Hieraus ersieht man, daB praktisch keine Siure und Ester 
vy) Ferment vorhanden ist. Und somit wird der obige Ein- 


wand hinfallig. 


Betrachtungen tiber die durch das Ferment hervorgerufene Gleich- 
gewichtsverschiebung und die Verletzung des zweiten Hauptsatzes 
der Thermodynamik. 


Nach der Definition der Katalyse mu der Gleichgewichts- 
mistand bei einer umkehrbaren Reaktion von der Natur des 
angewandten Katalysators unabhingig sein. Dieses ist nun bei 
der hier untersuchten Reaktion nicht der Fall. 

Das Gleichgewicht nimlich, welches man bei der Ver- 
wendung von Wasserstoffion als Katalysator erhiilt, ist ein ganz 
anderes als bei Verwendung des Ferments. Jenes liegt be- 
deutend weiter nach der Seite der Esterbildung. 

Das Gleichgewicht im homogenen System wurde mit Salz- 
siure als Katalysator ermittelt. Hierbei treten jedoch Schwierig- 
Kellen auf. Ist niimlich die Salzsaurekonzentration sehr grob, 
ca 0.5 n, so zeigt sich eine Abhiingigkeit des Gleichgewichts- 
gustandes von der Katalysatormenge und zwar in der Weise, 
dali bet hohen Salzsiiurekonzentrationen die Esterbildung weiter 
fortschreitet. Erst bei kleinen Salzsiurekonzentrationen, ca.0,03n, 
ileibt das Gleichgewicht unabhingig von der Katalysatormenge. 

Die Versuche sind in Amylalkohol mit 8°,o Wassergehalt 
angestellt worden. Sie wurden immer von beiden Seiten aus- 
geflitrt. Die Anfangskonzentration der Buttersiiure sowohl wie 
des Esters war 0,2 n. 

Mit Salzséure als Katalysator erhielt man: Esterbildung = 
8).99°/o: Séurebildung = 14,46°/o. 

bel Verwendung von Pikrinséure als Katalysator treten 
die oben bei der Salzsiiure erwahnten Abweichungen nicht auf. 
Deshalb wurden die weiteren Gleichgewichtsbestimmungen hier- 
mit ausgefiihrt. 

Mit Pikrinséure als Katalysator erhielt man: Esterbildung = 
‘io: Séurebildung = 14,50°/o. 

Der Gleichgewichtszustand im homogenen System bei Ver- 
wendung von Wasserstoffionen als Katalysator erreicht also 
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einen ganz anderen Betrag als bei Verwendung des Ferments. 
Mit letzterem erhalt man im giinstigsten Falle bei 0,2 n An- 
fangskonzentration eine Esterbildung von ca. 75/9, wiihrend 
im homogenen System bei gleicher Anfangskonzentration 85.5 
gebildet werden. Die Gleichgewichtskonstanten zeigen natiirlich 
ebensolche Abweichungen. 
Berechnet man dieselben nach der Formel: 
—_ [Ester] - [Wasser] 
[Séiure} + [Alkohol} 

und setzt ftir |Wasser) 4,44 und fiir |Alkohol| 8,21) — Vor. 
hiiltnisse bei 8°/o Wassergehalt —, so erhiilt man fiir das }\- 
mogene System: K = 3,2, wahrend die Versuche mit Ferment 


geben: 
Anfangskonzentration == 0,05 n 0,10 n 0,20 n 
K = 0,70 n 12 n 18 n 


Diese Abweichung des Fermentgleichgewichts von dem 
homogenen bedingt nun aber einen erheblichen Widerspruch 
mit dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik.?) Es |i!) 
sich niimlich das heterogene Fermentsystem zu einem Per- 
petuum mobile zweiter Art verwenden. 

Betrachtet man z. B. den Versuch in Tabelle 8. 

Nachdem der Endzustand erreicht ist, ]46t man das Fer- 
ment absitzen und trennt es von der klaren Lésung. — Diese 
wird nun spontan, oder nach Zuftihrung einer Spur eines Ka- 
talysators auf reversiblem Wege, den Gleichgewichtszustand 
im homogenen System, d. h. bei 85°'o Esterbildung annehmen. 
Hierbei kann eine gewisse Arbeit gewonnen werden. Ist dicser 
Zustand erreicht, so kann durch Zugabe des Ferments wieder 
der alte Gleichgewichtszustand, d. h. bei 75°/o Esterbildung 
erhalten werden. Der hierzu erforderliche Aufwand an Arbei! 
wird dem Thermostaten in Gestalt von Wiirme entzogen. [as 
System ist nunmehr wieder im alten Zustand, der Prozeb kann 
also wieder von vorn beginnen. Durch oftmaliges Wiederholen 
dieser Operationen kann man also durch einen Kreisproze) 
bei konstanter Temperatur beliebig grobe Wirmemengen 


‘) Anzahl Mole pro 11 Lésung. 
?) Prof. Luther machte hierauf aufmerksam. 
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n Arbeit umsetzen. Man hiitte somit ein Perpetuum mobile 
zweiter Art. Dies ist aber nach dem zweiten Hauptsatz der 
Thermodynamik unmdglich. 

Diesen Widerspruch aufzukléren, ist bisher noch nicht 
celungen. 

Der Gleichgewichtszustand, welcher sich mit Ferment end- 
giiltig einstellt, ist durchaus ein echter. Er wird von beiden 
Seiten in exakter Weise erreicht. Er ist ferner unabhingig 
von der Katalysatormenge. Es liegt hier also nicht ein Fall 
yor. wie bei Tammann,!) wo die Spaltung des Amygdalins 
durch Emulsin Halt macht, bevor der wahre Endzustand er- 
reicht wird. Hier steht die Reaktion nur deshalb still, weil 
dus Ferment, das Emulsin, zerstért worden ist, und die Re- 
aktion geht weiter, sobald neues Ferment hinzugefiigt wird. 
Bei unserer Reaktion ist dies nicht der Fall. Hat der Vor- 
gang sein Ende erreicht, so iibt neu hinzugeftigtes Ferment 
keinen weiteren Einflufi aus. Der Endzustand bleibt unver- 


iindert, wie Tabelle 14 zeigt. 


Tabelle 14. 


Esterbildung. 











t z 
0.00 100,00 
2.08 98 28 

18,87 81,70 
93,00 51.06 
405 YR 4 
0,00 29.792) 
24.00 30,10 
72,00 29,40) 


') Zeitschrift fiir physikal. Chemie, Bd. III, S. 24. 

*) Als nach 405 Stunden der Endzustand erreicht war, wurde neues 
rerment hinzugegeben. Die Zunahme des Titers entspricht dem geringen 
“duregehalt des Ferments. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIT. 21 
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Da zur Verschiebung eines Gleichgewichtes eine Zuful; 
von Energie notig ist, so lieben sich die Abweichungen erkliiren. 
wenn man das Ferment als Energiequelle auffabte. Es konnte 
z. B. der Fall sein, dab bei der Reaktion ein allmiihliches A})- 
sterben des Ferments erfolgte, und die hierbei frei werdende 
Energie die Verschiebung des Gleichgewichts veranlabte. Dany 
miibte aber das Ferment, welches cinmal gewirkt hat, in seiner 
Wirkung eine Einbube erlitten haben. Dies ist jedoch keines- 
wegs der Fall. Nachdem das Ferment einmal gearbeitet hat, 
ist seine Wirkung durchaus nicht vermindert. 

In Tabelle 15 ist links der ursprtingliche Versuch ver- 
zeichnet. Der Endzustand ist erreicht worden. Das Ferment 
wurde alsdann von der Losung getrennt und mit neuem Reak- 
lionsgemisch versetzt. Man sieht, die Wirkung ist erhalten 
geblicben. Die Geschwindigkeitskonstanten zeigen sogar einen 
erheblich gréberen Wert als beim urspriinglichen Versuch. Doc: 
st diese Abweichung hier ohne Bedeutung. 


Tabelle 15. 


Esterbildung. 











Mit frischem Ferment angesetzt Angesetzt mit gebrauchtem Ferm 
von nebenstehendem Versuch 

t T ky t T k, 
0.00 100.00 0.00 104.70 — 
28,37 68,65 0.0060 [8,58 72,09 0,009 | 
4,25 4SAY 0 OO64 23,50 66.77 0,008) 
14,71 30,47 0.0063 39,7) 49.77 0.000 | 
196.33 24.06 (),OO62 48,90 $3,739 0.0090) 
302 18.02 69,00 3691 0.0085 
118.00 29 18 Q.QOS8S 

250 21,49 





Der Gleichgewichtszustand einer Reaktion kann dureh den 
Katalysator geiindert werden, wenn dieser im Verlauf de? 
Reaktion eine chemische oder physikalische Anderung erfiilir'. 
Ks ist alsdann die Arbeit, welche bei der Zufiihrung des Katsa- 
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-ators zum Reaktionsgemisch erhalten wird, verschieden von 
derenigen, welche bei der Entfernung desselben aufgewendet 
werden muh. Die Dilferenz dieser beiden Arbeiten ist dann 
dazu verwendet worden, die entsprechende Gleichgewichtsver- 
= -hiebung hervorzubringen. 

Sehr wahrscheinlich liegt bet dieser Reaktion ein solcher 
Fall vor. Dureh die Adsorption, welche das Ferment auf die 
Reaktionskomponenten ausiibt, erleidet es selbst eine physikalisch- 
chemische Anderung. Damit hért dann auch die Unabhiingig- 
keit des Gleichgewichts von der Natur des Katalysators auf. 

Wie man aus allen Versuchen ersieht, scheint das Wasser 
den grOéBten Einfluf auf die Gleichgewichtsverschiebung aus- 
yiiiben. Bei den Versuchen mit 6,5°/o Wasser ist eine Uber- 
einstimmung des Gleichgewichts mit dem im homogenen System 
noch eimgermawen vorhanden.!) In den Versuchen mit &° 

\Wasser ist dies durchaus nicht mehr der Fall. Es ist nun 
versucht worden, diesen EinfluB des Wassers zu bestimmen. 
Allein vergeblich. Die Versuche sollten sich hauptsiichlich auf 
ve Adsorption des Wassers durch das Ferment erstrecken. Es 
war aber nicht moglich, eine solehe zu messen, weil es an 
ceelgneten Methoden fehlte, geringe Wassermenzen im Amvyl- 
alkohol quantitativ zu bestimmen.?) 

bei der Betrachtung der Reaktionsgleichung : 
Siiure -_ Alkohol S27} Ester -!- Wasser 
ersieht man, dab eine ErhOhung der Wasserkonzentration das 
‘ceichgewicht mehr nach der linken Seite hin verschiebt, also 
em Fermentgleichgewicht niiher kommt. Nimmt man nun an, 
dab in der Fermentphase, wo die Reaktion stattfindet, die aktive 
\\asserkonzentration einen relativ héheren Betrag erreicht als 

1 der Loésung, so kénnte man hiermit die Gleichgewichtsver- 
s‘iebung erkliren. 

Um nun die Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten 

n der Anfangskonzentration zu erkliren, miibte weiterhin die 

') Siehe Tabelle 1. 
*) Es wurde versucht, das im Amylalikohol vorhandene Wasser mit 

‘allischem Calcium oder mit Caleiumearbid oder mit Aluminiumamalgam 

-ersetzen und die entstehenden Gasmengen zu messen. Aber ohne Erfolg. 


»[* 
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Annahme gemacht werden, dafi die Adsorptionsfahigkeit des 
Ferments dem Wasser gegeniiber beeintréchtigt wird durch die 
Konzentrationen der neben dem Wasser in der Loésung_ he- 
findlichen buttersiure und des Esters. Es miibte also in ver- 
diinnten Losungen das Ferment mehr Wasser adsorbieren, oder 
wenigstens die aktive Masse oder der Dampfdruck des 
letzteren grofer sein als in konzentrierten. Dies wtirde mit 
unseren Kenntnissen iiber die Gesetze der Adsorption noch 
ganz wohl vereinbar sein; aber der Widerspruch gegen den 
zweiten Hauptsatz wire damit nicht beseitigt, denn die 
Moglichkeit eines Perpetuum mobile zweiter Art ist gegeben, 
auch wenn man die Vorstellung tiber den Grund der Gleich- 
gewichtsverschiebung akzeptiert. Es wiire aber durch diese 
Annahme eine Parallele hergestellt zwischen dem vorliegenden 
Fall und einem zweiten, den v. Schréder') vor einiger Zeit 
beobachtete. 

v. Schroder fand bei seinen Untersuchungen tiber die 
Erstarrungs- und Quellungserscheinungen der Gelatine, dab eine 
im Wasser bis zum Gleichgewichtszustand aufgequollene Gelatine- 
platte nicht im Gleichgewicht war mit dem Dampfe des Wassers 
von gleicher Temperatur. Der Dampfdruck des in der Gelatine 
adsorbierten Wassers war vielmehr groOfer als der des fltissigen 
Wassers. Es destillierte also Wasser von der Gelatineplatte fort: 
brachte man nun diese wieder in das fliissige Wasser, so nahin 
es wieder davon auf. 

Man kann also durch oftmaliges Wiederholen dieser Ope- 
rationen bei konstanter Temperatur unbegrenzt Wiéirme in Arbei! 
verwandeln, also ein Perpetuum mobile zweiter Art kon- 
struieren, 

Dieser von vy. Schréder untersuchte Fall zeigt nun, wie 
durch Adsorption die adsorbierten Stoffe in ihren Dampfdrucken 
beeinflubt werden. Die aktive Konzentration, welche dem Dam)'- 
druck proportional ist, wird somit auch verandert. 

Die Gleichgewichtsverschiebung findet also eine Erklaérung. 
aber der Widerspruch mit dem zweiten Hauptsatz bleibt be- 
stehen, und es libt sich noch nicht vorweg sehen, in welcher 


'' Zeitschrift fiir physikal. Chemie, Bd. XLV, S. 109 (1903). 
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Weise eine befriedigende Erklirung dieser Tatsache gefunden 
werden wird. 

Es besteht die Absicht, die Untersuchung tber diesen Fall 
fortzusetzen. 

Die vorliegende Arbeit wurde von Anfang 1905 bis Herbst 
(906 im Physikalisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 
ausgefthrt. 

An dieser Stelle méchte ich mir gestatten, Herrn Prof. 
M. Bodenstein fiir die Anregung zu dieser Arbeit, sowie fiir 
die jederzeit bereitwillige Unterstiitzung meinen wiirmsten Dank 
auszusprechen. Ebenso bin ich auch Herrn Prof. Luther fir 
die mannigfaltigen niitzlichen Ratschlige zu Dank verpflichtet. 

Den Herren Tierirzten am hiesigen Schlachthofe, und 
besonders Herrn Tierarzt Keil, spreche ich fiir die liebens- 
wiirdige Uberlassung der Pankreasdriisen meinen wiirmsten 
Dank aus. 
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Der eine von uns!) hat kiirzlich in Gemeinschaft mit 
A. H. Koelker gezeigt, mit welcher Leichtigkeit und welch 
grofer Exaktheit sich der Verlauf der fermentativen Spaltung 
von Polypeptiden bei Verwendung optisch einheitlicher Glieder 
dieser Reihe quantitativ verfolgen abt. Mit diesen Versuchen 
ist ein einwandsfreier Weg eréffnet worden, um die Gesetze 
der Fermentwirkung auch ber der Gruppe der proteolytischen 
Fermente in exakter Weise einer Priifung zu unterwerfen. Eine 










Fille von Fragestellungen harrt ihrer L6sung. Bei den_ bis- 
herigen Untersuchungen tiber die Art der Wirkung der pro- 































teolytischen Fermente war man auf Versuche mit) Proteinen 
angewtesen. Wir stehen in diesem Falle zum vornherein einem 
in seiner Zusammensetzung noch nicht vé6llig aufgeklaérten Aus- 























gangsprodukte gegentiber. Eine weitere Schwierigkeit ergibt sic! 
aus dem Umstand, dab beim fermentativen Abbau der Proteine 
eine grobe Menge uns zum Teil noch giinzlich unbekannter Spilt- 
produkte entstehen, deren EinfluB auf den Gang der Fermeni- 
spaltung wir vorliufig nicht feststellen kOnnen. Die Verwendung 
von in ihrem Aufbau genau bekannten Polypeptiden beseitigt alle 
diese Schwierigkeiten. Wir befinden uns ganz einfachen und be- 
kannten Verhaltnissen gegeniiber. Dies gestattet uns auch, die 
Bedingungen der einzelnen Versuche von Fall zu Fall zu iindern 
und die Frage nach dem fermentativen Abbau von verschie- 
denen Seiten in Angriff zu nehmen. Der Wert dieser Unter- 
suchungen wird nicht vermindert werden, auch wenn der exakte 
Beweis gefiihrt werden sollte, daB die die einfachen Polypeptide 
abbauenden Fermente andrer Natur sind als diejenigen Fermente, 

' Emil Abderhalden und A. H. Koelker, Die Verwendung 
oplisch-aktiver Polypeptide zur Priifung der Wirksamkeit proteolytischer 
Fermente, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294, 1907. 
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welche das genuine Eiweif angreifen.!) In diesem Falle wird 
es unsere Aufgabe sein, durch Anwendung komplizierter gebauter 
Polypeptide auch die eigentlichen proteolytischen Fermente in 
hrer Wirkung zu_prifen. 

Bei den genannten Versuchen handelte es sich vornehmlich 
om zwei Fragestellungen. Einmal sollte der Nachweis gefiihrt 
werden, ob die Spaltung optisch-aktiver Polypeptide bei Verwen- 
lang von FermentlOsungen verschiedener Herkunft gleich rasch 
-ertiuft, oder ob sich grofe Unterschiede nachweisen lassen. Es 
waren Pankreassaft, Darmsaft nnd Hefeprefsaft in ihrer Wirkung 
auf d-Alanyl-d-Alanin gepriift worden. Es hatte sich ergeben, dab 
mn der Tat grobe Unterschiede bestehen. Am raschesten hydroly- 
-ierte der Hefeprebsaft, eine langsamere Spaltung erfolgte bei An- 
vwendung von Darmsaft und als noch weniger «aktiv» erwies sich 
ler Pankreassaft. Die zweite Frage, die aufgeworfen wurde, war 
die, wie sich der Verlauf der Hydrolvse gestaltet, wenn bei gleich- 
bleibender Konzentration an Dipeptid die Fermentmenge wechselt. 
Kine ganze Reihe von Versuchen diente zur Lésung dieses Pro- 
biems. Im folgenden seien deren Resultate einer Analyse unter- 
worfen, und zwar stiitzen wir uns auf den am besten verlaufenen 
auf S.306—309 der oben zitierten Arbeit beschriebenen Versuch. 

Zuniichst miissen wir die beobachteten Zahlen derart um- 
formen, dafB sie direkt einen Einblick auf die jeweilig noch 
vorhandene Menge Dipeptid und auf die schon gebildete Menge 
an Aminosiiuren gestatten. Wenn wir die abgelesene Drehung 
nich vollkommener Spaltung als O ansetzen und die tbrigen 
Drehungen von diesem Nullpunkt an rechnen, so liefert der 
Drehungswinkel direkt ein Ma fiir die noch vorhandene Menge 
an Dipeptid. Als Nullpunkt kOnnen wir nun, wie aus den er- 
wihnten Versuchen hervorgeht, die Drehung —— 0,10) setzen. 
Hie wahre Drehung der zu Anfang vorhandenen Dipeptid- 
menge betragt —1,35°, also in unserem Sinne reduziert — 1,45. 
schreiben wir nun zuniichst die so reduzierten Werte auf, so 
‘rgibt sich folgende Reihe: 

') Vel. hierzu: Emil Abderhalden und H. Deetjen, Uber den 
\bbau einiger Polypeptide durch die Blutkérperchen des Pferdes, Diese 

tschrift, Bd. LI, S. 334, 1907. 
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Versuch a. 


1.45 Einheiten Dipeptid 4- 6 ccm Fermentlésung. 




























t a—x x Bemerkungen 

() 1,45 0 

> {| = — { — Zeit in Minuten. 

7 O84 | 0,59 x = Die zur Zeit t gespaltene 
“ | ore one Menge an Dipeptid. 

iS a aaa a = Anfangsmenge des Di- 
18 0,30 | 115 i 

20 | 0,26 1,19 daca 

24 0,16 | 1,29 

27 0.09 | 1.36 
34 0,05 | 1,40 

M) 0,03 | 1,42 
dd | 0,00 | 1,45 
65 0,00 | 1,45 





Versuch b. 


1,45 Einheiten Dipeptid +- 4 ccm Ferment + 2 ccm Wasser. 




























a—xX | x 
| 
(0) 1,45 | 0) 
3 1.27 | 0,18 
7 1,08 | 0,37 
10 0,91 | 0,54 
if 0,88 | 0,57 
16 0,66 | 0,79 
17 0.61 O84 
25 0,31 | 1,14 
30) 019 | 1,26 
34 0,10 1.35 
35 0,08 1,37 
43 0,03 | 1.42 
(0.02 1, 
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Versuch e. 
1.45 Einheiten Dipeptid -+- 3 ccm Ferment ++ 3 ccm Wasser. 

















t a—x xX 
0) | 1.45 (0) 
5 1.26 | O19 
6,5 | 1.19 | 0,26 
7.5 1.15 | 0,30 
16 | O86 0.59 
22 | 0,64 | 0.81 
23 | 061 | 0,84 
28 0,42 | 1.03 
29 | 0,39 1.06 
30 0,35 | 1,10 
38 | 0,19 | 1,26 
45 | 0,09 | 1,36 
47 | 0,06 | 1,39 
60 | 0.03 | 1,42 


Versuch d. 


1.45 Emheiten Dipeptid mit 2 ecm Ferment -+- 4 ecin Wasser. 











t a—x | Xx 

0 1,45 | 0 

5 1,33 Q,12 
11 1,17 | 0,28 
15 | 1.09 | 0,36 
23 0,90 | 0.55 
31 | 0,70 | 0,75 
41 0.46 0.99 
53 0,24 | 1,21 
65 0,08 | 1.37 
80 | 0,01 | 144 


Betrachten wir nun zundchst innerhalb einer jeden der 
+ Reihen, also bei konstanter Fermentmenge, den allge- 
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meinen Ablauf der Reaktion. Zwei besonders einfache Miig- 
lichkeiten sind zuniichst zu diskutieren : 

1. Der Umsatz ist in gleichen Zeiten stets dep 
gleiche, unabhiingig von der Menge des noch zu spail- 
tenden Substrates. 

Aus dicser Annahme wtirde sich ein geradliniges Fort- 
schreiten der Reaktion ergeben. Die dieser Annahme entspre- 
chende Differentialgleichung ist: 

dx " 


dt 
wobei die Konstante k irgend eine Funktion der Fermentmenge 


i] 


sein wiirde, und ihr Integral 
Xx 
Wenn wir die 4 Reihen unter den gegebenen Gesichits- 


= k. 


punkten priifen, so ergibt sich: 











a b c d 
k t k { k f k 
3 O.1S500 3 0.0600 D 0.0380 Dd 0.02 4) 
7 O.O843 7 O.0529 6.9 0.0400 11 0.0255 
{1 W.0713 10 0.0540 7.9 0,0400 Ld 0,02 10) 
13 O.0708 11 O.O518 16 0.0369 23 0.0230 
Is 0.06359 IG 0.0494 22 0.0368 31 O02 42 
2() O59 17 O.O4F04 23 0.0365 41 0.0241 
24 O.Q038 2 O.0-456 28 0.0368 53 O.0225 
27 O.0504 20) 0.0420 2Y 0,0366 65 0.0212 
34 OO! 34 | OO3B97 30 0.0314 80 | O,0LS80 
38 0.0332 
4D 0.0302 











Wir bemerken, daB in der Reihe a der Wert fiir k durch- 
aus nicht konstant ist, sondern im Lauf der Zeit stark ablailt. 
In der Reihe b sinkt er schon viel weniger, und bei ¢ und 
noch mehr bei d ist er als befriedigend konstant zu betrachten, 
nur ganz zum SchluB fillt er in geringem, jedoch merklichem 


Mabe. 








ype 
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Wir kénnen hieraus zuniichst den wichtigen Schlub ziehen, 
jai bei gleicher Anfangsmenge des Substrates sich 
mit abnehmender Fermentmenge die Kurve des Um- 
<atzes immer mehr der geraden Linie nihert. 

2 Die zweite nahe liegende Moglichkeit wiire: 

Der in je einem kleinen Zeitteilchen vor sich ge- 
bende Umsatz ist proportional der zu dieser Zeit noch 
vorhandenen Menge der ungespaltenen Substanz. So 
ist es ja bei der Siiureinversion der Disaccharide der Fall. Die 
hierfiir passende Differentialgleichung ist: 

dx 


1 > k, (a—x) 
iid ihr Integral: 
| a 
k, =e In ‘ 
{ a x 


(ntersuchen wir. wie sich unsere Versuche in dieser Be- 
ziehung verhalten: 




















a ¢ d 
k k, k, k, 
0.0495 0.0192 O.0125 0.00710 


0.0590 
O.0342 
0.0536 
O.O380 
0.0373 
O.0599 
0.0451 


0.0430 





0.0183 
Q0,0202 
0.0197 
0.0214 
0.0203 
0.0268 
0.0294 
0.0342 


Q.0359 





0.0182 
0.0154 
O.OL42 
O.O1G64 
0,0163 
0.0192 
0.0196 
0.0209 
0.0232 


0.0265 





() OOS47 
0.00824 
O.OO90T 
0.01020 
0.01216 
0.01474 
0.01920 
O.OLSLO 


Wir bemerken, dal} in der Reihe a die Werte fiir k, eine 
nicht schlechte, wenn auch nicht vollig befriedigende Konstanz 
zeigen. wihrend sie bei b sehr merklich ansteigen, niimlich bis 
af das Doppelte des anfiinglichen Wertes; ¢ verhilt sich etwa 
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ebenso. Kei d ist der Anstieg noch stirker, und zwar auf das 
2!/2 fache. 

Wir kénnen aus diesem Ergebnis den weiteren Schlu{ 
ziehen, das bei gleicher Anfangsmenge des Substrats 
sich mit zunehmender Fermentmenge die Kurve des 
Umsatzes immer deutlicher der logarithmischen Kurye 
nahert. 

Wir werden nun spiiterhin versuchen, eine Gleichung zu 
finden, die gewissermafen in der Mitte zwischen den _ beiden 
soeben diskutierten steht und nach Moglichkeit unter allen be- 
dingungen des Fermentzusatzes gilt. 

Zunichst aber sei noch die Abhangigkeit des Um- 
satzes von der Menge des Fermentes erortert. 

Wenn wir auch den Ablauf der Spaltung auf liingere Zeit 
hin noch nicht durch eine allgemein giiltige Gleichung wieder- 
gegeben haben, so folgt doch aus dem Gesagten, daf die Ab- 
weichungen von dem geradlinigen Verlauf fiir sehr kurze 
Zeitlaufte auf alle Fille unerheblich sind. Wir kénnen also. 
wenn wir immer sehr kurze Umsatzzeiten mit einander ver- 
gleichen, die Spaltungskurve als geradlinig annehmen und die 
Umsatzgeschwindigkeit durch den oben definierten Wert von 
k ausdriicken. Wir wollen nun untersuchen, in welcher Weise 
k von der Fermentmenge abhangig ist. 

Die Verminderung des Dipeptids von 1,45 bis auf 1,00 
wird erreicht !) 


a bei a b c d : 
; in 342 8'/e 12 18 Minuten. 
Die Verminderung von 1,45 bis 0,8 
bel a b c d 
» ie 8 12 18 27 Minuten. 
Die Verminderung von 0,86 auf 0,61 
bei a b c d 
t) in 4 H3/¢ 7 9 Minuten. 
Die Verminderung von 0,86 auf 0,45 
>) bei a b c d | 
in 72 10 11 '/e 16 '/2 Minuten 


'. Die gewonnenen Zahlen sind nétigenfalls durch Interpolation 
gewonnen und sollen in ihren absoluten Gréfen keinen Anspruc!) au! 
grofe Genauigkeit machen. Trotzdem geniigen sie ihren Zwecken villiz. 
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Die Verminderung von 0.5 auf 0,25 


bei a b ¢ d 
€) in 7/6 8 Q'iy 14 Minuten. 
Die Verminderung von 0,25 auf 0,10 
7) bel a b c d 
in 64, b'¢ Yl 11 Minuten. 
Die Verminderung von 0,2 auf 0.05 
bel a b c d 
n) in 12 12 14—18 16—20 Minuten. 


Betrachten wir diese Zahlen, so finden wir itiberall aus- 
yepriigt, daB der groberen Fermentmenge die grobere Reaktions- 
ceschwindigkeit zukommt. Aber die Abhiingigkeit dieser beiden 
Grifen ist verschiedener Art, wenn man von verschiedenen 
Anfangspunkten ausgeht. 

Ganz zu Anfang einer jeden Versuchsrethe ist 
nimlich die Reaktionsgeschwindigkeli fast genau 
direkt proportional der Fermentmenge. Multiplizieren 
wir die Zeiten gleichen Umsatzes in der Rethe mit den zu- 


eehOrigen Fermentmengen, so erhalten wir: 


(Ss X 6 = 21) 
82 xX 4 = 34 
2 x 3B = 36 
18 xX 2 = 56 
und in der Reihe 8 . 

8 < 6 = 48 
12K 4 = 48 
18 x 3 = 54 
27 < 2 = 4 


Die Proportionalitiit ist, wie man sieht, nicht ganz genau, 
sondern dahin verschoben, daf die n-fache Fermentmenge eine 
etwas mehr als n-fache Reaktionsgeschwindigkeit verursacht 
als die einfache Fermentmenge. Aber die einzige Zahl, welche 
zi einer solchen Annahme notwendig zwingen miifte, ist die 
erste (21), und der hierzugehorige Wert ist wegen der groben 
heaktionsgeschwindigkeit gerade dieser Versuchsreihe, und weil 
es die erste abgelesene Zahl ist, nicht absolut beweisend. 

Ks wird sich also in kiinftigen Versuchen darum handeln 
mussen, festzustellen, ob etwa bei sehr grohen Fermentmengen 
wirklich eine Abweichung von der einfachen Proportionalitat 





“pe , . . e ° 
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der Reaktionsgeschwindigkeit vorliegt. Auf jeden Fall abe 
scheint diese Abweichung nur in dem Sinne bestehen zu kénney. 
dali eine grobe Fermentmenge relativ zu schnell arbeitet. 
Nehmen wir aber als Ausgangspunkt fiir diese Rechnung 
nicht den Anfangspunkt des Versuchs, sondern einen mittleren 
Punkt, siehe S. 532, 7, 6, €, Zn, so zeigt sich genau das Um- 
gekehrte: eine groBbere Fermentmenge arbeitet in Bezielunys 
auf das oben formulierte Gesetz der eintachen Proportionali(ii: 
sehr merklich zu langsam. bBilden wir wiederum die Produkt: 
aus den Fermentmengen und den Zeiten gleichen Umsatzes. 


so ergibt sich 








D4 ie 4 = 23 
7 3 =: 21 
7) 2 = 16 





fir d: @4%e X 6 td 
WW «4 = W 
I1'. a +f 
i64ss < 2 = 33 
fir ¢e: Vis X 6 = 4 
8 4 == 32 
Yliy 3 = 28 
1+ ‘gue BS 
far Z: 6% *¥ 6=— @ 
6's xX 4 = 26 
Je x 3 = 28 
11 2 = 22 
tir yn: 12 << 6 = 
12 i 4 = 48 
1b x og= 


iS * 2 = 36 


Man ersieht hieraus, dali die Unproportionalitét in diesem 
Sinne um so auffilliger wird, einen je tieferen Anfangsputs' 
man wiihlt. Bei -y und 8 (welche gleichen Anfangspunkt habe: 
verhalten sich die grOBten Werte za den kleinsten wie 1,55: | 
bei e wie 1,9: 1, bei Z wie 1,8: 1, bei n wie 2: 1. 

Es fragt sich nun, wie dieses Verhalten zu erkliiren st. 
Es gibt zwei Moglichkeiten: 
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|. Entweder ist das Gesetz, welches wir fiir unsere 

Anfangsgeschwindigkeit annihernd verwirklicht fanden, nicht 

gemein richtig, sondern gilt nur zufiillig, wenn die Substrat- 
menge gerade den Wert 1,45 hat, wiihrend es fiir andere An- 
faneswerte nicht zutrifft. 

2 Oder das Gesetz ist fiir alle Substratmengen giiltig, 
| die Abweichungen werden dadureh hervorgerufen, dab die 
Spaltungsprodukte auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
einen EinflubB haben. 

Dieser EinflujB kann sowohl als eine Hemmung wie als 
eine Beschleunigung gedeutet werden. Nimmt man an, dai 
ine den EinfluB der Spaltungsprodukte die Umsatzkurve loga- 
rithmisch wiire, so handelte es sich um eine Beschleunigung: 
nintnt man sie als geradlinig an, wire es eine Hemmung. 

Alle diese Moglichkeiten Jassen sich leicht entscheiden, 
wenn es gelingt, die Kurve fiir den Umsatz unter Ausschaltung 
ies Kinflusses der Spaltungsprodukte zu finden, also die «ideale 
Kurve der Fermentwirkung». Das kann man in der Weise, 
la) man eine Reihe von Spaltungen mit stets gleicher Ferment- 

ve und fallenden Substratmengen ausftihrt und die einzelnen 
Aniingsgeschwindigkeiten miteinander vergleicht. Das soll unsere 
chste Aufgabe sein. Untersuchungen nach dieser Richtung 
snd bereits im Gange, und wir werden bald die Moglichkeit 
haben, diese Frage einwandsfrei zu entscheiden. 

Wir kehren nunmehr zu unserer Aufgabe zuriick, eine 
(leichung zu finden, welche der Umsatzkurve gerecht wird. 
\Wir sahen, daB die Gleichung: 


| =k 
t 


cht vollig geniigt, weil die k-Werte allmiihlich abfallen, und 
die Gleichung: 


wicht geniigt, weil die k,-Werte allmahlich ansteigen. Unter 
vesen Umstiinden liegt es nahe, durch Summation der beiden, 
seelgneten konstanten Faktoren multiplizierten Gleichungen 








336 Emil Abderhalden und Leonor Michaelis, 






eine neue Gleichung zu finden, welche mdglicherweise koy- 
stante Werte liefert. Da wir bei der Ausrechnung der k,-Werte 
mit dekadischen statt mit natiirlichen Logarithmen rechney,. 
werden wir, um vergleichbare Werte zu erhalten, auberder 
die Gleichung (1) mit dem Modulus des natiirlichen Logarithmen- 
systems M = 0,4343 multiplizieren. Wir erhalten dann 































eM. ; — «Mk 











wo ¢ jenen Faktor bedeutet. Durch Addition dieser Gleichung 
mit Gleichung (2) erhalten wir 


’ I a oe 
(3) a Serr + ¢e«M , = Mk,-+ «Mk, = k,. 


Setzen wir nun fiir den Versuch a den Faktor € = 0.7, 
so erhalten wir fiir 100 k, folgende Werte: 
(8,49) 
6,63 
DAD 
j.a2 
D.68 
D.D+4 
2.65 
6,04 


-_-—- 


DIO0 
also mit Ausnahme der der ersten, der schon oben als unsicher 
hingestellten Ablesung entsprechenden Zahl Werte von recht 
befriedigender Konstanz. 


Versuch b gibt bei € = 1,5 Versuch ¢ gibt bei € = 3,0) 
LOO k, : 100k, = 

D7 4 6,20 
6,52 6,54 
D940 6,56 
dD1 6,22 
5,29 6,41 
dO 6,40 
dD YI 6,72 
6,15 | 6,53 
6.17 | 6,17 

| 6,64 


6,58 











Der Verlauf der fermentativen Polypeptidspaltung. Oe 


and Versuch d bei € etwa = 10 


100k, = 11.1 
11,9 


11,2 
11,3 
11,5 
11,7 
11,1 
11,1 
[9,6] 
Der Wert fiir € und ky, ist also von der Fermentmenge 
abhiingig. 
Die so gewonnene, zuniichst rein empirische Formel wtirde 
also lauten: 


a x 
In + €> —_ ky 


a % 

»¢ und k, zwar mit der Fermentmenge, nicht aber mit dem 
Fortschreiten der Reaktion bei konstanter Fermentmenge sich 
yverandern, 

Diese Formel fiihrt prinzipiell zu dem gleichen HKesultat 
wie die von V. Henri fiir die Spaltung des Rohrzuckers durch 
livertin abgeleitete Formel') 


' a 
(1 + na) In a + (m—n) x = k, t, 


wo n und m zwei Konstanten darstellen, die von der Anfangs- 
menge des Substrats a und der jeweiligen Menge der Spaltungs- 
produkte unabhiingig sind. Inwieweit sie von der Ferment- 
menge unabhiingig sind, ist aus Henris Versuchen nicht sicher 

entnehmen. Nach der theoretischen Ableitung, die Henri 
‘ir diese Formel entwickelt hat, sollten m und n von der 
Fermentmenge unabhiingig, k, der Fermentmenge einfach pro- 
portional sein. Mit dieser theoretischen Entwicklung von Henri 
werden wir uns aber noch niiher zu beschaftigen haben und 

werden vorliufig unsere Gleichung als eine empirische 


betrachten. 


\. Henri, Lois générales de Taction des diastases. Paris 1903, 


t 
te 
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Zur Kenntnis der Pankreaskonkremente. 
Von 


Arthur Scheunert und Robert Bergholz. 


Mit einer Abbildung im Text, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule zu Dreside 
Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Ellenberger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1907.) 


Notizen tiber Pankreaskonkremente sind in der mediziti- 
schen Literatur schon sehr friihzeitig zu finden. Als erste haben 
sie wohl in der Mitte des 17. Jahrhunderts Panarolus und 
Gajea') beobachtet. Dieser ersten Beschreibung eines Pankress- 
konkrementes sind weitere von anderer Seite gefolgt, doch sind 
dieselben immerhin so sparlich gewesen, dah 1877 Hoppe- 
Seyler in seinem Lehrbuch der allgemeinen Biologie?) schreiben 
konnte: «Nicht hiiufig kommen Konkremente im Ausfiihrungs- 
gange des Pankreas vor. » 

Obwohl dann spiiter Guiceandrea’) 1896) sich dalin 
geiiubert hatte, dai das Vorkommen von Pankreassteinen nich 
allzu sellen sei — er fand auf 122 Autopsien je 1 Fall you 
Pankreassteinen —, so sind doch auch in neuerer Zeit nur se!i! 
wenig Analysen derartiger Konkremente verdffentlicht worden 
Schon daraus allein geht hervor, daf das Vorkommen yon 
Pankreaskonkrementen ziemlich selten ist und Guiceandrea- 
Annahme auf einer falschen Basis beruht. 1901 berichtet Opitz’ 
in seiner Dissertation, daB er in der Literatur im ganzen ‘7 
Fille gefunden habe. 


') Graaf, Opera omnia; De succo pancreatico, VIL. 
*) S. 269. 

5) Policlinico: A III, Sez. med. 1896, p. 33. 

*) Inaug.-Diss., Kiel 1901. 
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Wie aus den in der Literatur vorhandenen Analysen — 
quantitative Analysen sind leider nur sehr selten ausgefiihrt 
worden — hervorgeht, zeigen die Pankreaskonkremente eine 
sehr wechselnde Zusammensetzung. Um hieriiber einen Uber- 
hlick zu gewinnen, seien, ohne einen Anspruch auf Vollstiandig- 
keit zu erheben, im folgenden einige dieser Resultate mitgeteilt. 

Wollaston,') Baumel*) und Opitz*) fanden Steine, die nur 
cus kohlensaurem Kalk bestanden. Uberwiegend kohlensauren Kalk mit 
Bemengungen von Calciumphosphat und anderen Salzen fanden Kiihne,‘) 
Recklinghausen,®) Moyniham®) (Mg) und Opitz.7) Legrands?*) Stein, 

yon einem Diabetiker stammte, war auch 4hnlich zusammengesetzt, 
war wells und kernlos und enthielt 93,14°%o CaCO,, 2,45°/o P,O,, 
O.686°0 organische Substanz und 1,96°o H,O. Lediglich oder haupt- 
ichlich phosphorsauren Kalk fanden Collard de Martigny,®) Gui- 
-andrea,'®) ferner O. Henry '') (*/s phosphorsauren Kalk, ‘6 kohlen- 
ren Kalk, '/e organische Substanz) und Golding-Bird'*) (80 Teile 
hosphorsauren Kalk, 3 Teile Calciumcarbonat, 7 Teile organische Sub- 
fanz). Aus oxalsaurem Kalk fand Shattock') ein Konkrement be- 
tehend. Weiter sind auch Konkremente beschrieben worden, die ledig- 
oder in der Hauptsache aus organischer Substanz bestanden. So 

{| Lehmann’) ein Konkrement im Wirsungschen Gange, das alle 
Charaktere eines Proteinkérpers zeigte, aber nur wenig phosphorsauren 
Kalk enthielt. Capparelli'’) fand Leucin und Tyrosin, Miiller'®) Fett- 
iren, Cholesterin und Proteinsubstanzen. Baldoni'’) hat ein solehes 
Konkrement quantitativ analysiert und fand Fette 12,4? o, Fettsdéuren 

') Lehmann, Zoochemie, Heidelberg 1858. 

*) Montpellier medical 1884, zitiert nach Opitz. 

*) loe. eit. 

*) Lehrbuch der physiol. Chem., 1868, 5S. 135. 

°) Virchows Archiv, Bd. XXX, 8S. 360. 

®) Lancet, 1902, II, S. 355. 

*) loc. eit. 

§) Journ. Pharm. Chim., 1901, S. 21. 

*) Lehmanns Zoochemie, loc. cit. 

0) loc. cit. 

't) Gorup-Bessanez, Lehrb. der physiol. Chem., 1867, 5. 666. 

2) |bidem. 

15) Journ. Path. a. Bakt., Bd. 1V, S. 219. 

'*) Lehrb. der physiol. Chem., 1853, Bd. Il, 5. 90. 

*®) Zitiert nach Opitz. 

'©) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. XII, S. 45. 

*) Moleschotts Untersuchg. z. Naturlehre, Bd. XVII, 5. 91. 


29+ 
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13.4° 0, Seifen und Pigmente 40,9°%o, Cholesterin 7.7° 0, Eiweif 3,5%0, Asche 
12,7 


letztere bestand aus Calciumphosphat, -Carbonat und léslichen 
Chloriden. Der eine der beiden aus einer Cyste stammenden Steine \ 


nufgrof und briunlich, fiihlte sich wie trockene Seife an und zeivt, 
mit dem Messer zerschnitten, eie schwarz und. gelbgefleckte Sehni 
fliiche: der andere, kleinere, war weniger stark gefirbt und durchsclhnitt 
sich leicht; auf der Schnittfliiche konnte man deutlich einen gelben Kern 
unterscheiden. 

Bei Tieren sind, soviel wir in Erfahrung bringen konnten, 
durch Erkrankungen der Bauchspeicheldriise hervorgerufene 
Konkremente nur selten und besonders beim Rind beobaehte 


worden. 

Biir') beschreibt als erster einen solchen Fall. Er fand bei eime 
Kuh die Driise hellgraugelb verfiirbt und sehr geschrumpft. Das Driisen- 
parenchym war zum grofen Teil verschwunden und durch fibréses Ge- 
webe ersetzt. In den stark erweiterten Ausfithrungsgiingen fanden s 
weifve, harte Konkremente von Hirsekorn- bis Haselnufgréfe. Die Miinduns 
des Duct. pankreat. in das Duodenum war so bedeutend verengt, dat 
sie fiir eine feine Knopfsonde kaum noch passierbar war. Die Stein 
bestanden hauptsichlich aus CaCO, und enthielten Spuren von MgC, 
und organischer Substanz. Jungers?) fand in den Ausfihrungsgiings: 
des Pankreas eines Ochsen 26 an der Oberfliiche héckrige Steinchen, 
die zusammen 36 ¢ wogen und in kugeliger Form in Erbsen- bis Has: 
nuferOfhe waren. Die Driise selbst war normal und nur die Sehilein- 
haut der Ausfiihrungsgiinge verdichtet. Uber die chemische Zusammen- 
setzung diufert sich der Autor meht. Weiter hat dann Centra? 
Duet. pankreat. eines Ochsen kubiseh-zylindrische, weiflich glatte Steine 
gelunden, die hauptsichlich aus phosphorsaurem und kohlensaurem kaik 
bestanden und nur geringe Beimengungen organischer Substanzen ent- 
hielten. Sehlieflich ser noch erwiihnt, dafK in Hamburg *) bet einer h 
eine Pankreasdriise gefunden wurde, die Steine bis zu Bohnengrole 
Gesamtgewicht von 260 ¢ enthielt. Die Konkremente bestanden 
viel kolilensaurem und wenig phosphorsaurem Kalk. 

Trotz der spiirlichen und vielfach unvollkommenen An- 
gaben tiber die quantitative Zusammensetzung der Pankreas- 
konkremente ersieht man doch aus den soeben wiedergegebene! 
Analyenresultaten, daf in der tiberwiegenden Mehrzahl der File 

') Deutsche tieriirztl Wochenschr., Bd. Il. S. 347. 

*, Berl. tierirztl Wochenschr., 18935, 3. 54. 

Clin. veter., Bd. XVII, S. 244. 
‘) Schlesw.-Holst. Mitteilg. f. Tierifirzte, Bd. I, S. 4. 


Berl. tleriirztl Wochenschr... 1894, S. 453. 
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jie Pankreassteine aus kohlensaurem und phosphorsaurem Calcium 
mit geringen Beimengungen von organischen Substanzen (Fett, 
Protein, Cholesterin, Pigmenten ete.) bestehen. Viel seltner 
-ind hingegen Konkremente, wie sie z. Bb. von Lehmann und 
Bhaldoni beschrieben worden sind, also solche, die in der Haupt- 
menge aus organischen Verbindungen (Fett, Fettséiure, Seifen, 
Piementen, Protein etc.) bestehen, aber nur eine sehr geringe 
\lenge anorganischer Bestandteite (Calclumearbonat und -phos- 
phat) enthalten. ks erscheint demnach zum mindesten die Be- 


rechtigung vorzuliegen, zwischen Pankreaskonkrementen, die 


jiberwiegend aus anorganischen Bestandteilen — kurzweg an- 
organischen — und solchen, die in der Hauptsache aus orga- 
nischen Substanzen bestehen — organischen zu sunter- 


scheiden, wenn man nicht wie Opitz noch eine dritte Gruppe 
aus Kalk und organischer Substanz bestehend» annehmen will. 
Uns erscheint aber die analytische Basis fiir eine solche Gruppe 
nicht vorhanden zu sein. 
In folgendem soll iiber drei weiteren Fiillen von anorgani- 
schen Pankreaskonkrementen berichtet werden, die auch 
deshalb ein besonderes Interesse beanspruchen, weil sie nicht 
bel Menschen, sondern bei Tieren und zwar Rindern beobachtet 
worden sind. Die Konkremente stammen aus der Sammlung 
des pathologischen Instituts unserer Hochschule, in der sie zum 
teil schon jahrelang aufbewahrt worden sind. Wir verdanken 
sic der Liebenswiirdigkeit des Institutsdirektors, Herrn Prof. Joest, 
dem wir nicht unterlassen méchten auch hier fiir die Uber- 
issung der seltenen Objekte unsern verbindlichsten Dank aus- 
Ziusprechen. 
Fall 1. (Aus dem Jahre 1906.) 
Nach Angaben, die uns der Einsender, Herr Stadttierarzt 
Dohler, in liebenswiirdiger Weise machte, waren die Steine 
einer 6 Jahre alten Mastkuh gefunden worden, die keinerlet 
\rankheitserscheinungen gezeigt hatte und sich auch nach der 


— 


‘ilachtung im iibrigen als véllig gesund erwies. Das Pankreas 


ilte sich als ein total mit festen Massen gefiillter, héutiger 
Sack dur, an dem nur noch ganz geringe Mengen von Driisen- 
substanz wahrzunehmen waren. Der Inhalt des Sackes bestand 
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aus griesigen Massen und Konkrementen, die darin in sehp 
grober Anzahl zu Hunderten, vom Sandkorn bis zur Haselnu/}- 
grobe, enthalten waren. Die groften Exemplare wogen bis zy 
10¢. Uns standen Steine zur Verfiigung, deren Gewicht yoy 
0.95—3.2 ¢ schwankte. Die Steine selbst waren von rein 


Foal 










weifer Farbe und hatten im allgemeinen die Form eines Tetra- 





eders mit abgerundeten Kanten und Ecken, doeh waren auch 
rundliche und kubische Konkremente vorhanden. Die Flicher 
der Steine waren zumeist gut ausgebildet und glatt poliert wn 
nur wenige, besonders die runden, zeigten eine rauhe Ober- 







fliiche. Die eine Abbildung gibt einen derartigen 1,8 ¢ wiegenden 






Stein etwas vergrébert wieder. Beim Durchsiigen stObt min, 






wie die Abbildung weiter zeigt, auf einen festen Kern, der yon 
konzentrischen Laven der weiben Konkrementsubstanz  un- 






geben wird. 







Da der ganze iuBbere Habitus auf die anorganische Natu 
des Steines hinwies, bestimmten wir zuniichst das spezitis: 





Gewicht, welches wir zu 2,48 bei 15° fanden, sich also etwas 





nledriger wie das von Calciumcarbonat erwies. 













Die qualitative Analyse ergab die Anwesenheit vou 





Wasser, Calcium, Kohlensiiure, Phosphorsiiture, Spuren you 





Fe (Rhodanprobe) und Cl als anorganische und Proteinsul- 





stanzen, Fett als organisehe Bestandteile. 
Zur quantitativen Analyse, bei der wir auf Bestim- 





mung des nur in minimalen, nicht wigbaren Mengen vorhandencn 
Kisens und der wasserloslichen Verbindungen verzichten mul! 
bedienten wir uns der bekannten, bei Mineralanalysen zur be- 
stimmung von Ca, P und CO, tiblichen Methoden. 

Die Kohlensiure wurde mittels des Apparates nach Geissle: 





stimmt. Zur Caletum- und Phosphorsiurebestimmung wurde eine ge! 
abgewogene Menge des feingepulverten Steines in verdiinnter HCI ge' 


von ungelésten organischen Beimengungen abfiltriert, auf dem Was: 
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had zur Trockene verdampft, mit einigen Tropfen Salzsaéure durchfeuchtet 
mit Wasser aufgenommen. Das Calcium fillten wir aus der schwach 


ind 

sauren Lésung als Calciumoxalat und brachten es nach Abfiltrieren, 
Waschen, Trocknen. Veraschen und Gliihen im Platintiegel als CaO zur 
\icung. Im Filtrate ffillten wir die Phosphorsiiure und bestimmten sie 


bekannter Weise als Magnesiumpyrophosphat. 

Die Proteinsubstanzen berechneten wir durch Multi- 
vikation der nach Kjeldahl ermittelten Stickstoffmenge mit 
H25. Ferner wurde zur Bestimmung der iitherlOslichen Sub- 
sanzen ein Teil der feingepulverten Substanz mit Ather extra- 

‘tt und der Verdunstungsriickstand zur Wiigung gebracht. 
Iie Untersuchung der dabei erhaltenen minimalen Quantitiit 
orgab die Abwesenheit von Cholesterin. Die mit Ather extra- 
lerten Substanzen diiriten lediglich aus Fett bestanden haben. 
schiieblich wurde noch eine Bestimmung der Asche und des 
\Vassergehaltes ausgefiihrt. Die Zusammensetzung des unter- 
suchten Steines erwies sich nach den Analysenresultaten als 


vende: 
Cal) == 02./3*%/e 
CO, 35.95 °/o 
P.O; 2.11 °%/o Asche == 54.91% 
HO = OR P/o Gliihverlust 45,09 9/0 
Pett 0.482’ 
Protein 3.49 9/o 


Wie die Analyse zeigt, bestanden die Steine also in der 
Hauptsache aus kohlensaurem Kalk mit einer geringen Bei- 
mengung von phosphorsaurem Kalk und stickstoffhaltigen Sub- 
-tanzen und Fett. Es lag danach ein fast v6llig anorganisches 
Konkrement vor. 

Fall 2 (aus dem Jahre 1904). 

Die Steine, die ebenfalls aus dem Pankreas eines Rindes 
stammten, waren rein wei} und stellten fast kugelige Gebilde 
mit rauher Oberfliiche dar und zeigten bei der Zertriimmerung 
nicht den oben erwihnten konzentrischen Aufbau. Uns standen 
2 steine zur Verfiigung, die zusammen 1,02 ¢ wogen und von 
denen wir zuniichst eine qualitative Analyse ausfihrten und 
cuberdem den Gehalt an Calcium, Phosphorsaure, Wasser und 


Asche quantitativ bestimmten. 
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Die qualitative Analyse ergab die Anwesenheit yon 
Calcium, Kohlensiéiure, Phosphorséiure, Wasser sowie von Spuren 
von Chior. Eisen fehlte in diesem Falle ganzlich. Hingegey 
konnte Eiweif mit Millons Reagens nachgewiesen werden 

Die quantitative Analyse der Steine, bei der wir uns 
der oben niiher geschilderten Methoden bedienten, ergab einen 
Gehalt von 51,62 °/o CaO, 2,0°/o P,O; und 0,6 °/0 H,O bei 54,6 
Asche. Die Steine hatten also fast ganz genau dieselbe Zu- 
sammensetzung, wie die bei Fall 1 vorgefundenen. Da der 
Gehalt an Phosphaten ebenfalls sehr gering war, diirften dic 
Steine fast lediglich aus Calciumearbonat bestanden haber 
Die als Beimengung qualitativ nachgewiesenen Proteinsubstanzer 
kOnnen nur in sehr geringer Menge vorhanden gewesen sein, 
da eine einfache Berechnung ergibt, dab die Hauptmenge des 
Gliihverlustes auf Kosten der Kohlensiiure zu setzen ist. De 
geringe Gehalt an Wasser ist vielleicht auch durch den langen 
Aufenthalt der Steine im Sammlungsraum zu erkliren. 


Fall 3. 

In diesem Fall handelt es sich um Steine, die sich noch 
in situ in einem mit Alkohol schon sehr lange aufbewahrte: 
Priiparat, tiber dessen Herkunft genauere Angaben nicht mel)! 
zu erhalten waren, befanden. Die in den Ausfiihrungsgiingen 
der Drise enthaltenen Konkremente waren sehr zahlreich. st 
hatten ein gelblich-rotes Aussehen und. stellten sehr_ kleine. 
harte, grobem Sand iihnliche, eckige Gebilde dar. Die uns 
zur Verfiigung stehenden Steine, t1 an der Zahl, wogen zu- 
sammen nur O93 g. 

Die qualitative Analyse ergab genau dieselben Bestani- 
teile wie ber Fall 2, nur dal die rétliche Farbe der Steinclien 
auf die Anwesenheit von Farbstoffen (Fe war nicht vorhanden 
hinwies, 

Die quantitative Bestimmung ergab 0,9°o H,Q und 
DO.26H% 9 CaO, andere Bestimmungen konnten leider nicht 
eefiihrt werden. Doch diirften auch schon diese Zahlen voll 


geniigen, um darauf hinzuweisen, dal offenbar auch dies 


ry. 


Konkremente eine den oben geschilderten sehr ahnliche 20 








On 
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cammensetzung besitzen. Auf jeden Fall ist eine Anwesenheit 
opoerer Mengen ither- und alkoholléslicher Substanzen, wie 
-jie z. B. Baldoni fand, schon durch den hohen Kalkgehalt 
und die Aufbewahrung der Steine unter Alkohol ausgeschlossen. 

Kemerkenswert erscheint es uns, dab siimtliche von uns 
untersuchte Pankreaskonkremente fast den gleichen Kalkgehalt 
yon 5O—52°/o und Fall 1 und 2, wie wir analytisch nachweisen 
konnten, auch fast den gleichen Gehalt an Phosphorsiiure, Asche 
und wohl auch Kohlensiiure besafen. 

Die von uns analysierten Konkremente gehérten zur Gruppe 
der anorganischen Pankreaskonkremente und diirften 
wohl beztiglich ihrer Entstehung in naher Beziehung zu den 
oben erwithnten. von Bir, Jungers und Centra. beschrie- 
benen Fallen beim gleichen Tiere, Rind, stehen. 

Was die Frage nach der Ursache der Konkrementbildung 
im) Pankreas anlangt, so sind wir beim Menschen durch die 
Arbeit von Opitz, die sich auf fast siimtliche bekannt ge- 
wordenen Falle, also ein sehr zahlreiches Material stiitzt, tiber 
die Pathogenese genauer orientiert. Danach entstehen sie 
besonders belt Luetikern und Potatoren im Anschlufi an Ent- 
ziindung der Driise. Sie kOnnen Erweiterung der Giinge, Atrophie 
des Parenchyms, Abszesse sowie Diabetes und Ikterus zur Folge 
haben. Als priidisponierendes Moment schreibt Opitz Sekret- 
stauungen und Cystenbildungen hervorragende Bedeutung zu. 
In Analogie mit der Bildung der Gallensteine nimmt also Opitz 
als primire Ursache der Bildung von Pankreassteinen beim 
Menschen eine Entziindung an. 

Von Erscheinungen, die auf die Entstehung der Steine 
beim Rinde hinweisen, ist nur relativ wenig bekannt. Centra 
schloh auf einen Katarrh der Wandungen der Ausftihrungs- 
ginge, die er ebenso wie Jungers verdieckt fand. In dem 
vou uns geschilderten ersten Faille sowie in dem von Biir 
beobachteten war die Driisensubstanz zum groften Teil ver- 
s‘hwunden und die Ausfiihrungsginge sackartig erweitert. Biir 
find auberdem zwar die Offnung des Duct. pankreat. in das 
Nuodeniim noch gangbar, aber so verengt, dali sie kaum mit 
einer feinen Knopfsonde passierbar war. Offenbar sind die 
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Ursachen der Konkrementbildung bei Mensch und Tier nahezy 
dieselben. 


Die von Opitz erwithnten priidisponierenden Momente. 
Lues und Alkoholismus, fallen allerdings weg, wie tiberhaip: 
ber Tieren vielfach Erkrankungen beobachtet werden, von dency 
man annimimet, dab sie beim Menschen eine Folge der beiden 
genannten Krankheitsursachen seien, eine Tatsache, die ztirn 
Nachdenken anregen diirfte. Als Ursaeche der Bildung yon 
Pankreaskonkrementen kOnnte eine einfache Entziindung oder 
ein Katarrh der Duodenalschleimhaut in Betracht kommen. 
Die damit verbundene Schwellung der Diinndarmschleimhaut 
verstopft den Pankreasgang und veranlaft eine Stauung des 
Pankreassattes, deren Entstehung also mit dem Zustandekomme: 


des bekannten Stauungsikterus vergleichbar ist. Diese Stauung 
allein kann viellericht schon die Ursache zur Konkrementbildusng 


f 


abgeben, ohne dab eine Entziindung des Ductus pankreatic 
vorhanden. Ist. 

In anderen Fiillen kriecht, wie die Erfahrung gelehrt hat 
der Katarrh der Duodenalschleimhaut nicht selten auf die Inne: 


haut des Pankreas-(und Gallenjganges fort (Verbreitung «i 


‘ 


Eniziindung per continuitatem) und veranlabt mithin eine Ent 
ziindung des Pankreasganges und seiner Aste im Pankrea-. 
Man findet dann ber der Sektion der Tiere Verdiekung de 
Wandung, besonders der Innenhaut der Giinge: dieses mu 
natiirlich eime Sekretstauung im Gefolge haben, die weiter: 
zu Diiatationen von anderen Géngen, zur Konkrementbilduns 
und zum Driisenschwund fiihren kaon. Die Entziindung « 
Ginge kann auf das perikanaliire und interstitielle Gewebe de: 
Driise, aber auch auf das Driisengewebe selbst tibergreifen. 
Dies letztere wird aber nicht immer, vielleicht sogar. selten 
eintreten. Jedenfalls ist das Eintreten einer parenchymatose: 
Entziindung zur Erkliirung des Schwundes des Driisenparenchy! 


; 


nicht notwendig. Die Sekretstauung, die Entztindung der Gang: 
und eventuell auch die interstitielle Entziindung des Orgian 
geniigen zur Erkiiirung seiner Atrophie (die dann unter den Vo: 


gingen der nekrobiotischen Fettmetamorphose der Parenchyn 
elemente und nachfelgender Resorption abliuft) vollkomme! 
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Hesteht gleichzeitig eine parenchymatose Entziindung, dann er- 
. dirt sich das Zustandekommen des Zugrundegehens der Driisen- 
-lomente noeh leichter. Bei langdauernder Stauung des Sekretes 
wiissen sich Erweiterungen des Ausfiihrungsapparates zu form- 
hen Siicken einstellen, in deren Inhalt sich dann zahlreiche 
Konkremente bilden. 

Durch die Untersuchungen von Arnozan und Vaillard, ') 
Vouret.?) Thiroloix®) und Pende't) vermag eine Stauung, 
vervorgerufen durch Unterbindungen (Arnozan und Vaillard, 
Mouret, Pende) oder Verstopfungen (Thiroloix, durch Ol 

Kohlenstaub) eine Verddung der Bauchspeicheldriise nach 

sch zu ziehen. Pende, der tibrigens unter aseptischen Kau- 
en arbeitete, konnte sogar beim WKaninchen nach eimigen 
\onaten eine aus kohlensaurem Kalk bestehende Konkrement- 
lung feststellen, wiihrend den élteren Autoren es nicht ge- 
ngen war, durch Unterbindung die Konkrementbildung kiinst- 
anzuregen. Pende ist daher der Meinung, daf} Stauung 

ein schon gentige, die Konkrementbildung zu veranlassen. 
Nach dem Vorstehenden diirfte experimentell die Frage. ob 
Stauung allein Konkrementbildung hervorrufen kann, noch nicht 
‘lost sein, besonders wenn man die negativen Befunde der 
eren Autoren in Betracht zieht. Auf Grund der oben mit- 
feliten Sektionsbefunde beim Rinde legt der Schluli nahe, 
entziindliche Vorgiinge eine Rolle bei der Konkrement- 


lung gespielt haben. 


') Gaz, med., 1882, p. 630. 
#4; C. rv. de la Soc. biol., 1895. S. 33. 
)} Arch. de phvsiol., L892, S. 716. 


Poliel. Sez. med... 1905, Nr. 3. zitiert nach Biochem. Zentralbl 
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Ursachen der Konkrementbildung bei Mensch und Tier nahezy 


dieselben. 

Die von Opitz erwiahnten priidisponierenden Momente. 
Lues und Alkoholismus, fallen allerdings weg, wie tiberhai): 
bei Tieren vielfaech Erkrankungen beobachtet werden, von deney 
man annimmt, dab sie beim Menschen eine Folge der beiden 
genannten Krankheitsursachen seien, eine Tatsache, die zi) 
Nachdenken anregen diirfte. Als Ursache der Bildung yon 
Pankreaskonkrementen kénnte eine einfache Entziindung oder 
ein Katarrh der Duodenalschleimhaut in Betracht) komme. 
Die damit verbundene Schwellung der Ditinndarmschleimhatt 
verstopft den Pankreasgang und veranlabt eine Stauung des 
Pankreassaftes, deren Entstehung also mit dem Zustandekomimen 
des bekannten Stauungsikterus vergleichbar ist. Diese Stauung 
allein kann vielleicht sehon die Ursache zur Konkrementbilduig 
abgeben, ohne dab eine Entziindung des Ductus pankreaticis 
vorhanden ist. 

In anderen Fiillen kriecht, wie die Erfahrung gelehrt hat, 
der Katarrh der Duodenalschleimhaut nicht selten auf die Innen- 
haut des Pankreas-(und Gallenjganges fort (Verbreitung der 
Eniziindung per continuitatem) und veranlabt mithin eine Ent- 
ziindung des Pankreasganges und seiner Aste im) Pankress. 
Man findet dann bei der Sektion der Tiere Verdickung der 
Wandung, besonders der Innenhaut der Giinge; dieses muh 
natiirlich eine Sekretstauung im Gefolge haben, die weiterhin 
zu Dilatationen von anderen Géngen, zur Konkrementbildiung 
und zum Driisenschwund fiihren kann. Die Entziindung der 
Giinge kann auf das perikanaliire und interstitielle Gewebe der 
Driise, aber auch auf das Driisengewebe selbst tibergreifen. 
Dies letztere wird aber nicht immer, vielleicht sogar selten 
eintreten.  Jedenfalls ist das Eintreten einer parenchymatosen 
Entziindung zur Erkliirung des Schwundes des Driisenparenchiyiis 
nicht notwendig. Die Sekretstauung, die Entztindung der Gange 
und eventuell auch die interstitielle Entziindung des Orgins 
geniigen zur Erkliirung seiner Atrophie (die dann unter den Vor- 
gingen der nekrobiotischen Fettmetamorphose der Parenchyt- 
elemente und nachfolgender Resorption ablauft) vollkommoen. 
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Hesteht gleichzeitig eine parenchymatose Entztindung, dann er- 
i /irt sich das Zustandekommen des Zugrundegehens der Driisen- 
olemente noch leichter. Bei langdauernder Stauung des Sekretes 
miissen sich Erweiterungen des Ausftihrungsapparates zu form- 
hen Siiecken einstellen, in deren Inhalt sich dann zahlreiche 
Konkremente bilden. 

Durch die Untersuchungen von Arnozan und Vaillard, ') 
\ouret,?) Thiroloix®) und Pende*) vermag eine Stauung, 
heyvorgerufen durch Unterbindungen (Arnozan und Vaillard, 
Mouret, Pende) oder Verstopfungen (Thiroloix, durch Ol] 
mit Kohlenstaub) eine Verddung der Bauchspeicheldriise nach 
sich zu ziehen. Pende, der iibrigens unter aseptischen Kau- 
relen arbeitete, konnte sogar beim WKaninchen nach einigen 
\onaten eine aus kohlensaurem Kalk bestehende Konkrement- 
hildung feststellen, wiihrend den iilteren Autoren es nicht ge- 
liigen war, durch Unterbindung die Konkrementbildung kiinst- 

anzuregen. Pende ist daher der Meinung, dai Stauung 
aiein schon geniige, die Konkrementbildung zu veranlassen. 
Nach dem Vorstehenden diirfte experimentell die Frage, ob 
Stauung allein Konkrementbildung hervorrufen kann, noch nicht 
eolost sein, besonders wenn man die negativen Befunde der 
wteren Autoren in Betracht zieht. Auf Grund der oben mit- 
ecleilten Sektionsbefunde beim Rinde liegt der Schlub nahe, 
iil) entztindliche Vorgiinge eine Rolle bei der Konkrement- 
bildung gespielt haben. 

') Gaz, med., 1882, p. 630. 

*) C. r. de la Soc. biol., 1895, S. 33. 

*) Arch. de physiol., 1892, S. 716. 

Poliel. Sez. med., 1905, Nr. 3, zitiert nach Biochem. Zentralbl. 











Hydrolyse des Keratins aus Horn und aus Wolle. 
Von 


Emil Abderhalden und Arthur Voitinovici. 


(Aus dem I. chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Juni 1907.) 


Ks ist wiederholt an dieser Stelle betont worden, dai} 
keine Gruppe der Proteine so heterogene Vertreter aufweist, 
wie diejenige der sogenannten Albuminoide. Wiihrend bei den 
librigen Proteinen eine Trennung nach Léslichkeit und anderen 
Kigenschaften durchfiihrbar war, sind wir bei der erwiihnten 
\lasse von Proteinen ganz besonders auf die Ergebnisse der 
chemischen Analyse angewiesen, um eine gewisse Gruppierung 
auf Grund einer ihnlichen Zusammensetzung durchfiihren zu 
kOnnen. Wir miissen uns allerdings vorliufig mit einer Ver- 
gleichung der Mengenverhiiltnisse an einzelnen Aminosiiuren |e- 
gniigen. Diese ist nieht ganz einwandsfrei, indem die zur Ver- 
fiigung stehenden Methoden einstweilen nur bei einigen Amino- 
siiuren eine quantitative Bestimmung gestatten. Wir haben 
wiederholt auf diesen Mangel hingewiesen, jedoch zugleich be- 
tont. dali die von uns angewandte Estermethode, wenn sic 
sorgfiiltig und unter stets recht éhnlichen Bedingungen durch- 
gefiihrt wird, innerhalb gewisser Grenzen recht gut vergleichbare 
Werte liefert. Die Hydrolyse ein und desselben Proteins, ‘dic 
wiederholt ausgefiihrt worden war, hatte stets Resultate ergeben, 
die unter sich recht gut tibereinstimmten. Wir freuen uns, 1il!- 
teilen zu kGnnen, dali in neuester Zeit Osborne und Clap)! 
einen Kiweibkorper, das Phaseolin, untersucht haben und zwatl 
unter Anwendung der Estermethode, den der eine von uns 


'’ Thomas B. Osborne and 8. H. Clapp, Hydrolysis of Phaseo!!! 
American Journ. of Physiol., Bd. XVII, 8S. 295, 1907. 














Hydrolyse des Keratins aus Horn und aus Wolle. 


hereits in Gemeinschaft mit Babkin!) auf Monoaminosiiuren 
verarbeitet hatte, und dali dabei die genannten Autoren zu 
Werten gekommen sind, die mit unseren Angaben iiber die 
Mengen an Aminosiiuren in recht engen Grenzen in Einklang 
sehen. Dab kleine Differenzen bei einigen schwer trennbaren 
Aminosiiuren vorhanden sind, ist nicht auffiillig. Jedentalls be- 
weist die angefiihrte Arbeit, daf wir den Resultaten der Ester- 
methode einen vergleichenden Wert wohl beimessen  diirfen. 
Selbstverstiindlich ist die Vergleichung der Mengen an Amino- 
siuren einstweilen nur ein Notbehelf. Es ist klar, wie wir 
e-hon wiederholt betont haben, dali die Resultate der totalen 
Hydrolyse kein Bild iiber den Aufbau der einzelnen Proteine 
gehen, indem z. b. bei gleichen Mengen an einzelnen Amino- 
sjuren deren Verkniipfung untereinander — Reihenfolge — 
doch eine ganz andere sein kann. Immerhin bedeutet diese 
Art der Vergleichung der einzelnen Proteine gegeniiber der 
‘rier tibliichen Gegenitiberstellung der Elementaranalysen ver- 
s‘hiedener Proteine einen groben Fortschritt. Kinen weiteren, 
viel exakteren Einblick in die Verwandtschaft der einzelnen Pro- 
teine wird uns unzweifelhaft die partielle Hydrolyse, d. h. die 
Gewinnung groBerer Komplexe geben. Der Ausbau dieser For- 
<chungsrichtung wird am ehesten die Moéglichkeit bieten, eine 
Kintelung der Proteine, fubend auf deren Zusammensetzung, 
vorzunehmen. 

Wir haben im folgenden zwei Keratinarten untersucht, 
numlich das Keratin aus Hammelhorn und dasjenige aus Wolle 
vom Schaf. Bei der Untersuchung dieser Proteine folgten wir 
den friiher schon oft beschriebenen Methoden. Von einer Kei- 
nigung dieser Eiweifbkorper kann natiirlich, ausgenommen einer 
rein mechanischen, keine Rede sein. Wir geben in der fol- 
genden Ubersicht einen Uberblick iiber die erhaltenen Resultate. 

Hydrolyse des Keratins aus Schafwolle: 
0,58°%0 Glykokoll 
44°'o  Alanin 
2.8% Valin 
‘yy Emil Abderhalden und Boris Babkin, Die Monoaminosiuren 
Legumins, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 354, 1906. 
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11,5°/o Leuecin 
4.4%. Prolin 
01° Serin 
2,.3%o Asparaginsiure 
12.9%. Glutaminsdure 
2,99)  Tyrosin 
73° 0 Cystin 
Es ist von Interesse, diesen Werten die friiher bei dey 
Hydrolvse des Keratins aus Pferdehaaren und aus Ginsefedern 
erhaltenen Zahlen gegentiberzustellen. 
Hydrolyse des Keratins aus Pferdehaaren:') 
7°/o Glykokoll 
9°/o Alanin 
0,90 Valin 
7,1°/o Leuein 
3.4°%o Prolin 
0.6% o Serin 
0,3°/o Asparaginsiiure 
3,7°o Glutaminsiure 


3,2° 0 Tyrosin 


? 


Hydrolyse des Keratins aus Ginsefedern:?) 
2.6°%o Glykokoll 
1,8° 0 Alanin 
0,5°%o Valin 
8.0°/o Leucin 
3,5°/o Prolin 
0.4°/o Serin 
1,1°/o Asparaginsaure 
2,.3°/0 Glutaminsiiure 
3,6°0 Tyrosin 


Die Unterschiede in der Zusammensetzung dieser Keraline 
verschiedener Herkunft sind ziemlich betrachtlich. Auf cen 
Wert an Glutaminsiiure beim Keratin aus Pferdehaaren und 
aus Giinsefedern ist kein groBes Gewicht zu legen, indem er 


1) Emil Abderhalden und H. Gideon Wells, Die Monoam: 
siuren des Keratins aus Pferdehaaren, Diese Zeitschrift, Bd. XL‘) 
S. 31 (1905). 

*) Emil Abderhalden und E. R. Le Count, Die Monoamino- 
siuren des Keratins aus Giinsefedern, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. > 
(1905). 
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-jcher viel zu klein ist, wie uns eine direkte Bestimmung der Glu- 
‘aminsiure in diesen Keratinarten ergab. Es unterliegt keinem 
7weitel, daB die untersuchten Keratinsubstanzen sehr unreine 
Proteine sind, und manche unserer Beobachtungen machen es 
cer wahrscheinlich, dafi das Alter der «Keratine» auch von 
FintluB auf ihre Zusammensetzung ist. Jedenfalls ist ein Ge- 
menge von verschiedenartigen Proteinen am Aufbau der soge- 
nannten Keratinsubstanzen der untersuchten Gebilde beteiligt. 
Wir werden versuchen, eine Trennung herbeizufiihren. 

Zu einem iihnlichen Resultat fiihrt die Vergleichung der 
Zusammensetzung des Keratins aus Hammelhorn mit dem des 


4 


inderhorns, wie die folgende Ubersicht zeigt. 


Hydrolyse des Keratins aus Horn vom Hammel: 
0,450 Glykokoll 
1.6% Alanin 
4.9% Valin 
15.3°/o Leuein 
3,7°/o  Prolin 
11° Serin 


19° o Phenylalanin 


2.5°0 Asparaginsiiure 
17.2% 0 Glutaminsaure 
3.6% 0 Tyrosin 

7,0% 0 Cystin 

2,.7°jo Arginin 

0,2°o Lysin 


Zur Vergleichung seien die bei der Hydrolyse des Rinder- 
horns!) erhaltenen Mengen an Monoaminosiuren angefthrt. 


0,34°/0 Glykokoll 
1.2°%o Alanin 
5.7°/o Valin 
18,3°,0 Leucin 
3.6°0 Prolin 
0.7°o Serin 
3,0°» Phenylalanin 
2.5% Asparaginsdure 
3,0°,0 Glutaminsadure 
4,690 Tyrosin 


') Emil Fischer und Th. Dérpinghaus, Hydrolyse des Horns, 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 462 (1902). 
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Die Ubereinstimmung ist eine im ganzen_ befriedigende. 
Der niedere Wert fiir Glutaminsiiure beim Keratin aus Rinder- 
horn erklirt sich aus der angewandten Methode. In Wirklicl)- 


keit kommen ihm nach unseren Bestimmungen 16—18°/o zi. 
Wir haben Keratin von Hoérnern von Hammeln verschiedenen 
Alters untersucht und gefunden, dab der Glutaminsaéuregelalt 
schwankt. So fanden wir bei der Hydrolyse von Hornern junger 
Tiere z. B. 15,6°/o Glutaminséure und bei alteren 18,5 und wie 
eben angeftihrt 17,2°/o dieser Aminosiiure. Jedenfalls dtirfte auch 
die Keratinsubstanz der verschiedenartigen Hornarten ein (ie- 
menge verschiedenartiger Proteine darstellen. Immerhin scheinen 
so grobe Unterschiede wie beim Keratin aus Haaren nicht vor- 
zukommen,. Wir setzen unsere Untersuchungen in dieser Gruppe 
von Proteinen fort und hoffen der vergleichenden physiologischen 
Chemie neue CGebiete erschlieben zu kénnen. 
Experimenteller Teil. 

l Hydrolyse des Keratins aus Schafwolle. 

Die Austthrung der Hydrolyse und die Isolierung der Ester 
erfolgten in der tiblichen Weise. Ohne Anwendung der Ester- 
methode haben wir das Tyrosin bestimmt. Zu diesem Zwecke 
hydrolysierten wir die Wolle mit 25°/oiger Schwefelsiure und 
krystallisierten das Tyrosin nach quantitativer Entfernung der 
schwefelsiure mit Baryt aus. Auf direktem Wege haben wir 
ferner den Gehalt an Cystin festgestellt, und ferner an Gliila- 
minsiiure. Letztere schieden wir a!s Hydrochlorat ab. Ver- 
gleicht man die so erhaltenen Werte an Glutaminsiiure mit 
den nach der Estermethode erhaltenen, so wird besonders scl! 
Klar, dab man unter keinen Umstinden die erhaltenen Mengen 
an Aminosiiuren als absolute Werte betrachten darf.  \\ie 
friiher schon nachgewlesen wurde, lassen sich die Ausbeulen 
an Aminosiiuren ganz wesentlich steigern, wenn der ganze \cr- 
esterungsprozef wiederholt wird.!) Die Ausbeute an Gluli- 
minsiiure Hibt sich auch bei der Estermethode zu einer fus! 
quantitativen gestalten, wenn der bei der Destillation der fs!0 


') Emil Abderhalden, Hydrolyse des krystallisierten Ho 
globins aus Pferdeblut, Diese’ Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5S. 484 (1905 
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verbleibende Riickstand mit einer konzentrierten Barytlésung 
vingere Zeit gekocht wird.!) Nach quantitativer Entfernung 
des Baryts mit Schwefelsaure lébt sich dann aus dem stark 
engeengten Filtrat des Baryumsulfats ein grofer Teil der ge- 
camten Glutaminsiéure als salzsaures Salz abscheiden. 

Wir wollen noch bemerken, daf die Ester aus den Ester- 
chlorhydraten der Aminosaduren nach der iiblichen Methode 
unter Zusatz von Natronlauge und Kaliumearbonat in Freiheit 
vesetzt und sofort in Ather aufgenommen wurden. 

Die verwendete Schafwolle verlor beim Trocknen bei 105° 
his zur Gewichtskonstanz an Gewicht 4,15°/o0 und enthielt 0,19°/o 
Asche. 

(00 g dieses Priparates wurden 6 Stunden am Riick- 
‘ubkiihler mit 11/2 | starker Salzsaure vom spezifischen Gewicht 
1.19 gekocht, nachdem die Wolle durch Erwiirmen des Ge- 
misches auf dem Wasserbade zur volligen Losung gebracht 
worden war. Hierbei bildete sich eine dunkelbraune Loésung. 
sie wurde filtriert, auf dem Filter verblieben &,1 g einer dunkel- 
braun gefarbten Masse. Das Filtrat kochten wir mit ‘Tierkohle 
auf und engten dann die etwas heller gefiirbte Fliissigkeit unter 
vermindertem Druck bei einer 40° nicht tibersteigenden Tem- 
peratur des Wasserbades auf ein kleines Volumen ein. Durch 
Kinleiten von gasfOrmiger Salzsiiure bis zur Siittigung der Lés- 
ung braechten wir die Glutaminsiiure als salzsaures Salz zur 
Abscheidung. Nach liingerem Stehen bei 0° und dem Einimpfen 
vines Krystallchens von salzsaurer Glutaminsaure erstarrte bald 
die ganze Masse. Der noch ziemlich stark gelb gefarbte Krystall- 
bret wurde auf Koliertuch abgenutscht und scharf abgeprebBt. 
lie Mutterlauge engten wir ein, siittigten wiederum mit Salz- 
suure und tiberlieben dann die Lésung der Krystallisation. 
Kieser ProzeB wurde solange wiederholt, bis keine Abscheidung 
Vou Krystallen mehr erfolgte. Die vereinigten Krystallmassen 

‘ten wir in Wasser, kochten die leicht gelb gefiirbte Losung 
ui! Tierkohle auf, engten dann das wasserklare Filtrat auf ein 

') Emil Abderhalden und Otto Rostoski, Die Monoamino- 


ren des Edestins aus Baumwollsamen und dessen Verhalten gegen 
Mavensaft, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 263 (1908). 
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kleines Volumen ein und leiteten wiederum bis zur Siittigung 
gasfOrmige Salzsiiure ein. Auch hier wurde die Mutterlauge de 
ersten Krystallisation des nunmehr ganz reinen Glutaminsiiure- 
chlorhydrats, wie oben angefiihrt, weiter verarbeitet. 

Die gesamte Ausbeute an reiner salzsaurer Glutaminsiijipe 
betrug 59.6 g. Zur Analyse wurde aus dem salzsauren S:ly 
die Glutaminsiiure selbst dargestellt. 

0.2208 g Substanz gaben 0.3300 g CO, und 0,1226 ¢ H,O 

serechnet fiir C,H,NO,: Giefunden: 
JO 81% C und 6,12°/o H. 40.86% CG und 6,21°/o H. 

Die Mutterlauge der Krystallisation des rohen Glutamin- 
siurechlorhydrates engten wir unter vermindertem Druck bis 
zum ziihen Sirup ein. Den Riickstand tibergossen wir mit der 
dreifachen Menge absoluten Alkohols und leiteten in diesen bis 
zur Siittigung sorgfiiltig getrocknete gasfOrmige Salzséure ein. 
Hierbei ging alles in Losung. Wir lieben diese 24 Stunden 
stehen und verdampften dann unter vermindertem Druck Se: 
40° des Wasserbades bis zur Trockne. Die Veresterung wurde 
noch dreimal wiederholt. Die Ester setzten wir, wie oben cr- 
wiihnt, in Freiheit. Die Destillation der Ester ergab folgende 


Fraktionen: 
I. bis 60° des Wasserbades und 12. mm Druck == 70.0 ¢ 
i. 60 » 100° ; y » = 73,7 
HT. 105° Olbades » O2 » = 17,0 
IV. 106 » POO? 9 » ().2 = 32.0 


Im Destillationskolben verblieb ein dunkelbraun gefarbter 
Riickstand. Er wog 65 g. Beim Auskochen mit absolutem Al- 
kohol ging fast alles in Lésung. Die braunrot gefiirbte Fliis=!2- 
keit verdampften wir unter vermindertem Druck zur Trockne 
und kochten den Riickstand mit Essigiither aus. Beim Abktili on 
der erhaltenen Lésung fiel eine voluminése, flockige Kryst:'- 
masse aus. Sie erwies sich als Leucinimid, das héchstwi!r- 
scheinlich sich sekundiir gebildet hat. 

Die drei ersten Fraktionen verseiften wir sofort durc! 
Kochen mit dem fiinffachen Volumen Wasser bis zum \Ver- 
schwinden der alkalisechen Reaktion. Die klaren Losung: 4, 
welche nunmehr die freien Aminosiiuren enthielten, verdam)) ‘0 
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wir einzeln unter vermindertem Druck vollig zur Trockne. Die 
<«) erhaltenen Ruckstiinde kochten wir mit absolutem Alkohol 
yur Gewinnung des Prolins aus. Die vereinigten, zunichst 
kiaren LOsungen triibten sich bald, eine Beobachtung, die fast 
in allen Fiillen bei der Prolingewinnung gemacht worden ist. 
Sie hat ihre Ursache darin, daf} stets in mehr oder weniger 
wmnfangreichem Mafie Aminosiiuren in dem heifen Alkohol mit 
celOst werden, welche an und fiir sich in Alkohol  giinzlich 
anloslich sind. Um das Prolin in wirklich reinem Zustande zu 
erhalten, wurde dieser erste alkoholische Auszug von den ge- 
riugen ausgeschiedenen Massen abfiltriert. Das Filtrat nochmals 


° r 


iy Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand wiederum 
mit Alkohol ausgekocht. Hierbei verblieb ein geringer Rest an 
unlOslichen Produkten. Die nunmehr klar bleibende alkoholische 
Lisung verdampften wir wiederum unter vermindertem Druck 
yollig zur Trockne. Der verbleibende, zum Teil krystallinische, 
ziun Teil sirupose Riickstand enthilt das aktive und racemische 
Prolin. Zur Trennung dieser beiden Formen eignet sich am 
besten das Kupfersalz, das wir durch Kochen der wiisserigen 
Losung des genannten Riickstandes mit tiberschiissigem Kupfer- 
oxyvd darsteliten. Die dunkelblaue L6sung engten wir unter ver- 
mindertem Druck bis zur volligen Entfernung des Wassers ein 
und lésten aus dem zum groben Teil krystallisierten Rtickstand 
das Kupfersalz des aktiven Prolins mit absolutem Alkohol heraus, 
/uriick blieb die racemische Kupferverbindung, die wir aus 
Wasser umkrystallisierten. Das so erhaltene Priiparat  ver- 
wendeten wir lufttrocken zur Analyse. Es enthalt in diesem 
/ustande zwei Molekiile Wasser. 
0.1152 g Substanz verloren bei 120° 0.0126 g H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu -- 2 H,0: Gefunden : 
10,99° 0 HO. 10.94" 0 H,O. 
0.1026 g bei 120° getrocknetes Kupfersalz gaben 0,0281 g CuO 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu: Gefunden: 
21.81° ) Cu. 21,93°/o Cu. 


Die Ausbeute an aktivem plus racemischem Prolin betrug 
16,7 g. 

Der in Alkohol unldsliche Teil der I. Fraktion bestand 
aus Glykokoll und Alanin. Das Glykokoll wiesen wir als Ester- 


23* 
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chlorhydrat nach, indem wir einen aliquoten Teil der Fraktion 
mit dem dreifachen Volumen absoluten Alkohols_ tibergossen 
und bis zur Siittigung trockene gasfOrmige Salzsiure einleiteten. 
Nach dem Impfen mit einem Krystiillchen von Glykokollester- 
chlorhydrat und langerem Stehen auf Eis erfolgte bald Krystil- 
lisation. Das erhaltene Produkt zeigte den Schmelzpunkt 144°. 
Die gesamte Fraktion enthielt 2,2 g Glykokoll. 

Das Alanin isolierten wir zunichst in Form seines Kupfer- 


salzes. 
0.2451 g Kupfersalz gaben 0.0815 g CuO 
Jerechnet fiir (CsH,NO,),Cu : Gefunden : 
26,41° 0 Cu. 26,52 °/o Cu. 


Das Alanin selbst gab folgende Zahlen: 

0.2011 g Substanz gaben 0,2975 g CO, und 0,1438 g H,O 
Berechnet fiir CsH,NO, : Gefunden: 
40,45°/0 C und 7,87°/o H. 40),35°/o C und 8,00" 0 H. 


Die gesamte Ausbeute an Alanin betrug 8,3 g. 


Die Il. Fraktion enthielt Alanin, Valin und Leucin. Die 
Trennung der beiden letzteren Aminosiiuren bereitete grole 
Schwierigkeiten, weil sie die grobe Neigung besitzen, Miscli- 
krystalle zu bilden. Diese kénnen sehr leicht einheitliche Sub- 
stanzen vortiituschen. Zur Gewinnung von reinem Leucin be- 
nutzten wir zundchst die fraktionierte Krystallisation. Wir 
erhielten mehrere Krystallfraktionen, welche aus vollig reinem 
Leucin bestanden. Die weiteren Fraktionen erwiesen sich a's 
Gemische von Leucin und Valin. Am raschesten orientiert in 
solchen Fallen die Gewinnung des Kupfersalzes und desscu 
Analyse. Sie gibt tiber die Art des vorliegenden Gemisclic: 
ein Bild. Auch ist die Darstellung der Kupfersalze und deren 
fraktionierte Krystallisation ein sehr wertvolles Hilfsmittel zur 
Trennung von Leucin und Valin. Noch bedeutendere Schwier!y 
keiten bietet die Abtrennung von Valin und Alanin. Aueh lier 
findet ein Zusammenkrystallisieren statt. Dasselbe gilt von den 
Kupfersalzen. Ganz wesentlich kompliziert wird die Reindar- 
stellung des vorliegenden Gemisches von Alanin, Valin und 
Leucin durch den Umstand, dab jede dieser Amineséuren 1) 
mehr oder weniger umfangreichem Mae in zwei Formen yor 


} 
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liegt, in der optisch aktiven und der racemischen Form. Die 
Menge der letzteren ist sehr wechselnd und fallt der Methode 
zur Last. 
Nach vieler Miihe sind wir zu folgenden Ausbeuten an 
reinen Aminosiiuren gelangt: 8,2 Alanin, 10,9 Valin, 25,2 Leucin. 
Vom Alanin haben wir das Kupfersalz untersucht. 


0.1055 g Kupfersalz gaben 0,0844 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden: 
26,41 °/o Cu. 25,91° 0 Cu. 


Das isolierte Valin ergab folgendes Drehungsvermégen : 
0,5017 g Substanz in 5,3565 g 20°/o Salzsiiure gelost, 
mithin 8,96°/o) und 1,09 spezifisches Gewicht drehten im Dezi- 
meterrohr 2,4° nach rechts. Also 
[a], = -+ 25,7. 
Die Analyse ergab: 
Q,1611 g¢ Kupfersalz gaben 0,0432 g CuO 


Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 
21,51°/o Cu. 21,6090 Cu. 
0.2049 g Substanz gaben 0,3830 g CO, und 0,1741 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
51,28°/0 C und 9,40°%o H. 51,10°/o C und 9,5°,0 H. 


Vom Leucin haben wir das Kupfersalz und die freie 
Aminosiiure untersucht. 
0,0912 ¢ Kupfersalz gaben 0,0224 g CuO 


Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden : 
19,6°/o Cu. 19,50°'o Cu. 
0.1127 g Substanz gaben 0,2269 g CO, und 0.1034 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
54,96° 0 C und 9,92°/o H. 54,91° 0 C und 10,26°/o H. 


Die Il]. Fraktion endlich bestand, wie es scheint, ganz 
aus Leucin (11,8 g). Wenigstens konnten wir keine andere 
Aminosiiure auber dem bereits durch Auskochen mit Alkohol 
entfernten Prolin mit Sicherheit nachweisen. 

0.1446 g¢ Kupfersalz gaben 0,0353 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 
19,65°/o Cu. 19,440 Cu. 

Bei der Verarbeitung der IV. Fraktion suchten wir zu- 
nichst in der gewohnten Weise den Phenylalaninester abzu- 
irennen, indem wir das gewonnene Destillat mit der ftinffachen 




















BOs Emil Abderhalden und Arthur Voitinovici, 





Menge Wasser versetzten und das Gemisch mit dem gleiche:; 
Volumen Ather ausschiittelten. Den Ather wuschen wir wieder- 
holt mit dem gleichen Volumen Wasser. Die iitherische L6sung 
trockneten wir zuniichst mit Natriumsulfat und destillierten hieraif{ 
den Ather ab. Den verbleibenden Riickstand verseiften wir durch 
Kindampten mit konzentrierter Salzsiiure. Die verbleibende salz- 
saure Aminosiiure verwandelten wir durch Ubergiefen mi! 
Ammoniak in die freie Saure. Das gebildete Chlorammoninuin 
laugten wir mit wenig eiskaltem Wasser aus und krystallisierten 
dann den Riickstand aus Wasser um. Die Abseheidung der 
Krystle erinnerte stark an Leucin und in der Tat zeigte dic 
Analyse, dab diese Aminosiiure vorlag. Phenylalanin konnten 
wir nicht auffinden. Die Oxydation einer Probe mit Kalium- 
hichromat in schwefelsaurer L6sung ergab kein positives [o- 
sultat fiir Phenylalanin. Jedenfalls war der Geruch nach Pheny!- 
acetaldehyd nicht mit Sicherheit wahrnehmbar. Die Menge de- 
isolierten Leueins betrug 7,1 g. 
O1451 ¢ Substanz gaben 0.2918 g CO, und O,131L g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NQ,: Gefunden : 
54,96" 0 C und 9,92°%o H. dt859"%o C und 1O.b1°> H 
O12¢1 ¢ Kupfersalz gaben 0,0302 ¢ CuO 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: (refunden : 
19.6% Cu. 19.408 5 Cu. 
Zur volligen Sicherstellung haben wir das gewonncne 
Leucin auf sein optisches Verhalten geprift: 
Q.O482 g Substanz in 4,5611 g 20°/o Salzsaéure, mithin 
10,72" 0 Gehalt, drehte im Dezimeterrohr 1,9° nach  rectits. 
Spez. Gewicht der Losung 1,09. 


| y209 at » OM 
aj, == 16,20. 


Die vereinigten wiisserigen L6sungen dieser IV. Fraktion 
verseiften wir durch zweisttindiges Kochen mit Baryvt. Wir 
verwendeten etwa die zweifache Menge des Gewichtes der ge- 
samten Esterfraktion an Baryt. Die verseifte LOsung lieben 
wir mehrere Tage stehen. Es erfolgte allmahlich Ausscheidung 
von Krystalldrusen. Von diesen filtrierten wir ab und setzten 
das vorliegende Baryumsalz der Asparaginséure durch Koclien 
mit iiberschtissiger Schwefelsiure in Freiheit. Aus dem Filtrat 
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des Barvumsulfats entfernten wir die tiberschiissige Schwefel- 
sjure quantitativ mit Baryt und engten nun das Filtrat vom 
Haryumsulfat bis zur Krystallisation ein. Die Menge der so 
erhaltenen Asparaginsiiure betrug 2,2 g. 

Die Mutterlauge vom asparaginsauren baryum befreiten 
wir mit Schwefelsiiure quantitativ vom Baryt und engten das 
Kiltrat stark ein. Die Losung schmeeckte deutlich nach Glutamin- 
siure. Ein Rest an dieser Aminosiiure war offenbar der ein- 
sangs erwithnten direkten Abscheidung als Chlorhydrat  ent- 
cangen. Zur Gewinnung dieses Restes an Glutaminsiiure leiteten 
wir gasfOrmige Salzsiiure bis sur Siéttigung in die genannte 


Losung ein. Wir erhielten noch 3,8 g Glutaminsiurechlorhydrat. 
Hie Mutterlauge der krystallinischen Abscheidung der salzsauren 
Glutaminsiiure befreiten wir durch Kochen mit gelbem Bleioxyd 
von der Salzsiiture, fillrierten dann und fallten das geléste Ble 
mit Schwefelwasserstolf. Die vom abgeschiedenen Bleisulfid 
‘iltrierte LGsung engten wir stark ein. Es folgte Krystallysation 
von Asparaginsiiure. Die Ausbeute war 6,% g. 

Die Analyse ergab: 

Q,2137 g Substanz gaben 0.2814 g CO, und 0,1035 ¢ H,O 


Jerechnet fiir C,H,0,N: Gefunden: 
36.0990 CG und 5,26°%'o H. 3d,91°%o Cound 5.41" o H. 


Die Mutterlauge der Asparaginsiiure verarbeiteten wir auf 
servin, das offenbar vorhanden war, dessen Keindarstellung je- 
doch nicht gelang. 

Bestimmung des Tyrosins. 

Zur Bestimmung des Tyrosins wurden 100 g Wolle des- 
-clben Priparates, das zur eben beschriebenen Hydrolyse mit 
Sulzsiiure gedient hatte, mit 500 cem 25°/oiger Schwefelsiure 
12 Stunden gekocht. Die gelbbraun gefarbte Losung wurde 
nun filtriert, das Filtrat mit Wasser verdiinnt und die Schwefel- 
suure quantitativ mit Baryt entfernt. Den Baryumsulfatnieder- 
<chlag koehten wir wiederholt mit Wasser aus, bis das Filtrat 
mil! Millons Reagens keine Rotfiirbung mehr gab. Die ver- 
einigten Filtrate engten wir nun bis zur beginnenden’ Kry- 
stallisation ein und filtrierten von der bei liingerem Stehen in 


der Kiilte ausgeschiedenen Krystallmasse ab. Diese Krystalli- 
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sation wurde durch weiteres Einengen der Mutterlauge solang, 
wiederholt, bis das Filtrat tyrosinfrei war. Das so erhaltene 
rohe Tyrosin krystallisierten wir unter Anwendung von Tier- 
kohle aus heibem Wasser um. Die gesamte Ausbeute an reine) 
Tyrosin betrug 2,8 g. 


Analyse: 
0.1505 g Substanz gaben 0,3284 g CO, und 0,0828 g H,O 
Berechnet fiir CyH,,NO,: Gefunden : 
59,6690 C und 6,07°/0 H. 59,5120 C und 6,15°%0 H. 


Bestimmung des Cystins. 

100 g Wolle wurden mit 300 ecm konzentrierter Salz- 
siiure vom spezifischen Gewicht 1,19 6 Stunden am Riickflial)- 
kiihler gekocht. Die filtrierte LOsung engten wir unter ver- 
mindertem Druck stark ein und nahmen den Riickstand in etwa 
1500 ccm Wasser auf. Die erhaltene Losung entfirbten wir 
durch Kochen mit Tierkohle. Nun versetzten wir die schwach; 
gelbbraun gefiirbte LOsung mit soviel Kalilauge, bis die Losung 
nur noch schwach sauer reagierte. Nach zweitagigem Stehen 
schieden sich die charakteristischen hexagonalen Krystalle des 
Cystins ab. Ihre Menge betrug 1,2 g. Sie wurden zur Reinigung in 
10°/oigem Ammoniak gelést und durch Zusatz von Eisessig wieder 
abgeschieden. Das erhaltene Cystin war frei von Tyrosin.  's 
zeigte folgendes optisches Verhalten: 0,3112 g Substanz, in 
11,6522 g Normalsalzsiure gelést, mithin 2,67°/o. Spezifisches 


Gewicht der L6sung — 1,028, Drehung bei Natriumlicht im 
Dezimeterrohr 5.88° nach links. 

| j20° ius 2 YO 

| ID -_— 220.2 e 


Die Mutterlauge des abfiltrierten Cystins zeigte bei langerem 
Stehen weitere Krystallabscheidung und zwar erhielten wu 
zuniichst noch 2,3 g Cystin. Die Krystalle zeigten zum Jeil 
die bekannten hexagonalen Platten, zum Teil fanden sich Nade!n. 
Durch Einengen der Mutterlauge der genannten Cystinfraktion 
erhielten wir noch 3,4 g reines Cystin. Die gesamte Ausheule 
an Cystin betrug 6,9 g. 

0.1220 ¢ Substanz gaben 0,2374 g¢ BaSQ,, entspr. 0,0326 g 5 
Berechnet fiir CgH,,N,S,O,: Gefunden: 


. = 1) é er, J 
26H.67% oS 26.72" 0 5S. 
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Wir haben noch ein weiteres Priiparat von Schafwolle 
aus Rumianien auf seinen Cystingehalt untersucht und fanden 
hier eine betrachtlich héhere Ausbeute, niimlich auf 100 g 
Wolle 12,5 g Cystin. Wir miissen es dahingestellt sein lassen, 
ol wir verschiedene Keratine untersucht haben oder aber, ob 
das eine Préparat irgendwie technisch gereinigt worden war. 
Jedenfalls war das letztere Praparat keiner weiteren Reinigung 
uuterworfen worden. Es ist natiirlich nicht ausgeschlossen, 
daly auch die verschiedenen Rassen, von denen die beiden 
Piiparate stammten, ausschlaggebend sind. 


| Hydrolyse des Keratins aus Hérnern vom Hammel. 

Es ist bereits ein Keratin aus Hornsubstanz eingehend 
mit Hilfe der Estermethode untersucht worden, namlich das 
Keratin aus dem Horn vom Rinde. Emil Fischer und Dér- 
pinghaus,?!) welche die betreffende Untersuchung durchgefiihrt 
haben, stellten bereits das Vorhandensein der folgenden Amino- 
siiuren fest: Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, Prolin, Serin, 
Phenylalanin, Asparaginsiiure und Glutaminsiiure. AuBerdem 
hat Morner?) nachgewiesen, dafB dem Keratin aus Horn, ent- 
sprechend seinem hohen Schwefelgehalt, ein reichlicher Gehalt 
an Cystin zukommt. Was nun unsere Untersuchung anbetrifft, 
so ist zu bemerken, dal méglichst gereinigte HOrner vom Hammel 
zur Anwendung kamen. Der Gang der Untersuchung war im 
wesentlichen genau derselbe, wie bei der eben beschriebenen 
Hydrolyse des Keratins aus Schafwolle. Wir konnen uns 
deshalb kurz fassen. Bemerken wollen wir nur, dai wir die 
Hydrolyse mehrmals ausgefiihrt haben und in einem Mal zur 
Vergleichung die Ester aus den Esterchlorhydraten mit Hilfe 
der auf die vorhandene Salzsiiure berechneten Menge von 
Natriumiithylat in Freiheit gesetzt haben.*) Die Mengen an 


') KE. Fischer und Th. Dérpinghaus, Hydrolyse des Horns, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 462 (1902). 

*) K. A. H. Mérner, Zur Kenntnis der Bindung des Schwefels in 
den Proteinstoffen, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 207 (1901). 

*) Vel. Emil Abderhaldenund O. Rostoski, Beitrag zur Kenntnis 
cos Bence-Jonesschen Eiweifkkoérpers, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 5. 125 
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Aminosiuren waren etwas grofer als bei der Infreiheitsetzing 
der Ester mit Hilfe von Natronlauge und Kaliumearbonat. [ep 
Unterschied war jedoch nicht sehr betriéchtlich. Ferner se; 
erwiihnt. dali wir in einem Fall versucht haben, nach der yon 
Fischer angegebenen Methode Oxyprolin zu isolieren.!) [Dep 
Erfolg war allerdings kein eindeutiger und wir miissen es offen 
lassen, ob dem Keratin aus dem Horn das Oxyprolin zukomit, 
Zu gleicher Zeit haben wir den Gehalt des untersuchten Keratins 
an Diaminosiiuren und Histidin festgestellt. Letztere Verbinding 
konnten wir nicht isolieren, dagegen sind Arginin und Lysin 
vorhanden, wie das auch schon Hedin?) nachgewiesen hat. 

Wir fiihren hier nur diejenige Untersuchung an, bel welcher 
neben der Bestimmung der Monoaminosituren auch auf Oxy- 
prolin gefahndet und der Gehalt an Diaminosauren bestimut 
wurde. Auber dieser einen Hydrolyse haben wir noch zwei 
weitere ausgefiihrt. Die ber diesen erhaltenen Resultate stimmen 
im wesentlichen mit den Werten der hier mitgeteilten Hydrolyse 
tiberein, 

Zu der vorliegenden Untersuchung verwendeten wir 500 ¢ 
Hornsubstanz, welche mehrere Tage im Trockenschrank biieh. 
Sie verlor beim Troeknen bis zur Gewichtskonstanz bei 110° 
X12" an Gewicht und beim Veraschen ergab sich ein Asclie- 
gehalt von O,19%o. Die angefiihrte Menge an Keratin wurde 
mit der dreifachen Menge konzentrierter Salzsiture 6 Stunden 
am Riiekflubktihler gekocht und die abgekiihlte, dunkelbraun ¢e- 
fiirbte Hydrolysenfliissigkeit) nach dem = Filtrieren unter ver- 
ringertem Druek stark konzentriert. Nun leiteten wir zur Ab- 
scheidung der Glutaminsiiure gasfOrmige Salzsiiure bis zur Sill 
gung ein. Nach einiger Zeit erfolgte reichliche Krystallisation. 
Nach dem <Abfiltrieren des Krystallbreies wurde auch hier 
Mutterlauge eingeengt und wiederum gasformige Salzsiiure ei- 
veleitet. Dieser Prozef wurde solange wiederholt, bis keine 


') Emil Fischer, Uber eine neue Aminosiiure aus Leim, Be 
der Deutseh. chem. Ges., Jg. XXXV. 8. 2660 (1902). 

2) S.G. Hedin, Uber ein neues Spaltungsprodukt der Hornsubsts 
Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 186 (1895), und Eine Methode, das Lysin 2u 


isolieren, Ebenda, Bd. XXII, S. 297 (1896), 
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kpystallinische Abscheidung mehr erfolgte. Das Rohprodukt 
jep salzsauren Glutaminsiiure lésten wir in Wasser, kochten 
mit Tierkohle auf und schieden dann die Glutaminsiiure wiederum 
als Hydroechlorat ab. Die Ausbeute an diesem betrug 103,5 g. 
. 0.1673 g Substanz gaben 0.2024 g CO, und 0,0857 ¢ H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,+ HCI: Gefunden : 
32.69% CG und d,43°%o H. 32,.99°'o Cound 5.68% 0 H. 

Die Mutterlauge des Rohproduktes an salzsaurer Gluta- 
minsiiure engten wir dann unter vermindertem Druck bis zum 
dicken Sirup ein. Den Riickstand veresterten wir in der ge- 
wohnten Weise und wiederholten den ganzen Prozel} viermal. 
Nie Ester setzten wir in diesem Fall mit) Natronlauge und 
Kaliumearbonat in Freiheit. Die Destillation der Ester ergab 
folvendes Resultat: 


| bis 60° des Wasserbades und 12 mm Druck lol og 
Hovon 60 Lye? 2 80.5 » 
l{] 105° Olbades 0.2—0.4 546.> 
IV. von LO5 » 180° 0.2—0.4 P81) >» 


li Kolben verblieb ein dunkelbraun gefirbter Riickstand ; 
ey woe YO ge. Bei der Verarbeitung der einzelnen Fraktionen 
erluhren wir genau so, wie es bei der Wolle beschrieben Ist. 
Wir begniigen uns deshalb mit der Angabe der isolierten Amino- 
siuren. Aus Fraktion I, I] und TIT gewannen wir in der ge- 
wolnten Weise 15,1 g Prolin. Analysiert wurde das racemische 
Kupfersalz. 


O.35618 ¢ lufttrockenes Kupfersalz verloren bei 120° 0,0382 ¢ H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu +- 2 H,0: (refunden : 
10,99°/o H,O. 10.56% 0 H,O. 
0.5236 ¢ bei 120° getrocknetes Kupfersalz gaben 0.0883 ¢ CuO 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden : 
21,81°/o Cu. 21.76% Cu. 
Fraktion I enthielt 1,6 g Glykokoll, das als Esterchlor- 


ivdrat isohert wurde. Sein Schmelzpunkt war 144°. Auber- 
em gewannen wir 4,9 g¢ Alanin und Spuren von Valin. Die 
Analyse des Alanins und von dessen Kupfersalz gab folgendes 
Resultat: 

U.1853 g¢ Substanz gaben 0.2739 g CO, und 01305 g H,0 


Jerechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
40,45°0 G und 7,87°/o H. WO,31% Cound 7,88°%/o H. 
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0.1301 g Kupfersalz gaben 0,0429 g CuO 
Berechnet fiir (CsH,NO,),Cu: Gefunden: 
26,41°/o Cu. 26.30°%o Cu. 
Aus Fraktion II isolierten wir 0,4 g Glykokoll (Sp. 240 
0,6 g Alanin, 18 g Valin und 20 g Leucin. 


Alanin: 
0.1368 g Kupfersalz gaben 0,0452 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden : 
26.4190 Cu. 26,35%o Cu. 
Valin: 
0.2003 g Substanz gaben 0,3748 g CO, und 0,1698 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
D1L.28%o0 CG und 940% H. 51,04%o C und 9,48°%/o H. 
0.1595 g Kupfersalz gaben 0,0432 g¢ CuO 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden : 
21.51%. Cu. 21.60°%o Cu. 


Leucin: 
0.1634 g Leucin gaben 0,3286 g CO, und 0.1460 g H,O 


Berechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden : 
5+4,96°/o C und 9,92°/o H. 54,85°/0 C und 9,99°%> H. 
0.1498 g Kupfersalz gaben 0,0368 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 

19,650 Cu. 19,59°/0 Cu. 


Kraktion Ill, 30,2 g, bestand fast ausschlieBlich aus Leucin 
O,1958 g Substanz gaben 03936 g CO, und 0,1766 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
54.96% 0 CG und 9,92°/o HL. 54,8390 C und 10,09°/o H 
0.2158 g Leucinkupfer gaben 0,0531 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden : 
19,65°% 0 Cu. 19,62°o Cu. 


Fraktion IV ergab 7,8 g Phenylalanin, 11,2 g Asparagin- 
siiure und O04 g Serin (unrein). 


Phenylalanin: 
0.1478 g Substanz gaben 0,3530 g CO, und 0,0898 g H,O 
Berechnet fiir CyH,,NO,: Gefunden: 
65.45". C und 6.660 H. 65,14°%/o C und 6,79°% 0 H. 


Asparaginsiure: 
O1788 g Substanz gaben 0,2439 g CO, und 0,0851 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,0990 C und 5,26°0 H. 339,76°%o C und 5,32" 0 H. 
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Die beim Ausathern der Ester zuriickbleibende dickbreiige 
Masse listen wir in Wasser, tibersattigten schwach mit Salz- 
sjure und dampften das Gemisch auf dem Wasserbad ein. 
Von Zeit zu Zeit filtrierten wir die ausgeschiedenen Salze ab, 
Hey zuletzt brig bleibende, dunkelgefiirbte Sirup wurde mit 
ingefaihr der dreifachen Menge salzséurehaltigem Alkohol iiber- 
gossen. Das ausgeschiedene Salz filtrierten wir ab und engten 
ann das Filtrat unter vermindertem Druck ein. Den Riick- 

d versetzten wir wiederum mit der dreifachen Menge Al- 
kohol und leiteten bis zur Sittigung gasfOrmige, trockene Salz- 
sure ein. Der hierbei verbleibende Riickstand an Salzen wurde 
spliltriert und dann die Veresterung wiederholt. Die Ester wur- 

nun wieder mit Natronlauge und Kaliumcarbonat in Frei- 
' cesetzt, in Ather aufgenommen, die erhaltenen Ester wieder- 
‘raktioniert, destilliert. Die folgende Ubersicht gibt das Re- 


‘tat der Destillation wieder: 


| bis 100° des Wasserbades und 12. mm Druck = 66) g 
bis 1008) » > 0.4 , 16.8 » 
von 105 bis 180° Olbades >» O04 » - § » 


Aus den einzelnen Fraktionen haben wir folgende Arten 

Mengen von Aminosiiuren erhalten: 

Aus den Fraktionen I und II 1,4 g Prolin. 

Fraktion | O,1 g Glykokoll, 0,6 g Alanin, 5.5 g Valin und 

10.5 ¢ Leuein. Fraktion I 12 g fast reines Leucin. Fraktion II 
'g Phenylalanin, 2 g Glutaminséure, 0,6 g Asparaginsdure 

Spuren von Serin. 

Um die Diaminosduren, das Histidin und das Oxyprolin, 
sewinnen, verwandten wir den Riickstand, aus dem wir die 
er mit Ather extrahiert hatten. Wir entfernten zuniichst 
salze mOglichst vollkommen in der eben beschriebenen Weise. 

zuletzt verbleibende dunkelbraune salzsaiurehaltige Sirup 
fe nun mit 11.21 Wasser verdtinnt und dann soviel Schwetfel- 
re zugesetzt, bis die LOsung davon 5°/o enthielt. Nun fallten 
solange mit einer Loésung von Phosphorwolframsiiure, als 
Niedersehlag entstand. Der Niederschlag wurde abgenutscht, 
»°/oiger Schwefelsiiure gut ausgewaschen, scharf abgeprebt 

dann in der Reibschale mit der zweifachen Gewichtsmenge 
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des erhaltenen Niederschlages an Baryt innig verrieben. — [).s 
Gemisch fiillten wir nun mit etwa einem Liter Wasser in eine 
Klasche und brachten diese 12 Stunden auf eine Schiittelrya- 
schine. Das gebildete phosphorwolframsaure Baryum saugtey 
wir nun ab und fallten im Filtrat den Baryt quantitatiy yy): 
Schwefelsiure. Das Filtrat vom Baryumsulfat) verarbeitetey 
wir genau nach der Vorschrift von Kossel und Kutselher! 
auf Histidin, Lysin und Arginin. Histidin schien nicht vorhanden 
zu sein. Das Lysin wiesen wir als Pikrat nach und yom .\r- 
ginin bildeten wir das Nitrat und das Kupfersalz. Die Aus- 
beute an Lysin betrug 1,1 g und an Arginin 12,6 g. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiiurefiillung verarbeiteten 
wir auf Oxyprolin. Wir entfernten zunichst die tiberschiissize 
Phosphorwolframsiiure mit Baryt und dessen Uberschub) vac 
Filtration des phosphorwolframsauren Baryums mit Schwefel- 
siiure. Das nun erhaltene Filtrat enthielt noch Salzsiiure. Dies, 
entfernten wir durch Schiitteln der Flissigkeit mit Silbersuliat, 
Im Filtrat des Chlorsilbers und des ungelost gebliebenen Silber- 
sulfats entfernten wir das gelOste Silber mit Schwefelwasser- 
stoff. Das Filtrat von Silbersulfid engten wir unter vermin- 
dertem Druck stark ein und lieben dann den erhaltenen Siru 
mehrere Tage im Vakuumexsikkator tiber Schwefelséure stele! 
Allmiihlich erfolgte Krystallisation. Die abgeschiedenen Krystal: 
zeigten nicht das Aussehen des Oxyprolins. Zur genauere 
Identifizierung der erhaltenen Verbindung stellten wir ihr B-Na)h- 
talinsulfoderivat dar.?) Das erhaltene Produkt zeigte die Eizen- 
schaften des B-Naphtalinsulfoserins. Es schmolz gegen 2\""! 

O1601 ¢ Substanz gaben 0.3124 g CO, und 0,0648 g H,O 

Berechnet fiir C,,H,,O,NS: Gefunden : 
O2.88"o Cound 4,41°% 0 H. 53,21°/o C und +4,53°%o H. 

Es bleibt unentschieden, ob neben dem Serin Oxypro 
vorhanden war. Jedenfalls kann seine Menge nicht gro! ¢:- 
wesen sein. Die Ausbeute an Serin betrug 4,6 g. 





' A. Kossel und F. Kutscher, Beitraige zur Kenntnis der fF: 
kGrper, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165, (1900/01). 

?) KE. Fischer und P. Bergell, Uber die 3-Naphtalinsulfoderv: 
der Aminosauren, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 8. 38779 (1-"'- 
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Bestimmung des Tyrosins. 


Angewandt wurden 100 g Hornsubstanz. Die Hydrolyse 
epfolgte durch Kochen mit der fiinffachen Menge 25°/oiger 
schwefelsiiure am Riickflubkihler. Die Isoherung des Tyrosins 

virkten wir nach Entfernung der Schwefelsiiture mit Baryt 
ler gewohnten Weise durch Krystallisation. An reinem 
rosin wurden 3,3 ¢ erhalten. 

0.1558 g Substanz gaben 03401 g CO, und 0.0863 ¢ H,O 

Berechnet fiir CoH,,NOg: Giefunden : 
59,662/o Cound 6,07°/o H. 59.5420 C und 6.19% 0 H. 


Bestimmung des Cystins. 


100 g Hornsubstanz wurden mit der dreifachen Menge 
yzentrierter Salzsiiure 6 Stunden am Riickflubkiihler gekoecht. 


. . 


Die weilere Verarbeitung war dieselbe, wie sie bei der Wolle 


beschrieben worden ist. Die Ausbeute an reinem Cystin be- 


trug 7.2 g. 
Analyse: 
01483 ¢ Substanz gaben 0.2903 g Bas0, 
Berechnet far C,H,,N,S,0,: Gefunden : 


26,67 % 0 5. 26,8490 S. 








Weitere Beitrage zur Kenntnis der Zusammensetzung 
der Proteine. 
Von 


Emil Abderhalden und Arthur Voitinovici. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1907.) 


1. Hydrolyse des Ichthylepidins aus den Schuppen yon 
Cyprinus Carpio (Karpfen). 


Das Ichthylepidin ist zum erstenmal von C. Th. Morner 
aus Fischschuppen dargestellt worden.!) Es hinterbleibt, wenn 
man Fischschuppen mit verdiinnter Salzsiiture behandelt, oder 
wenn man diese mit Wasser auskocht. Hierbei geht eine leim- 
artige Substanz in Losung, wiihrend das Ichthylepidin zuriick- 
bleibt. Bei der Darstellung des Proteins folgten wir genau 
der Vorschrift von Mérner. Die Schuppen von Karpfen wurden 
zuniichst in Wasser stehen gelassen. Es gelingt dann leiclit, 
sie von threr Unterlage abzutrennen und von anhiéngenden 
Hautfetzen zu befreien. Die so méglichst gereinigten Schuppen 
digerierten wir mit 0,5°/oiger Salzsiiure. Nach je 24 Stunden 
erneuerten wir die Fliissigkeit. Dieser ProzeB wurde mehrere 
Tage fortgesetzt und dann nach dem Abgieben der Salzsiiure 
und Auswaschen der Schuppen mit Wasser, bis die abfliebenide 
Fliissigkeit keine Chlorreaktion mehr gab, die ganze Mua-se 
24 Stunden mit O,05°/oiger Kalildsung stehen gelassen. — |)ic 
Fliissigkeit wurde wiederum abgegossen, die Schuppen mit 
Wasser dekantiert, mit 0,01 °/oiger Essigsiiure gewaschen (nd 
dann wiederum mit viel Wasser dekantiert. Auf diese Weise 
wurde der grofte Teil der Mineralsubstanzen, verschiedeie 
Proteine und die Hauptmasse des Guanins entfernt. Die so 
vorbereitete Substanz wurde nun 10 Tage lang in einem Ther- 


‘CC. Th. Morner, Die organische Grundsubstanz der Fischschu; 
Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 125 (1898). 
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mostaten bei 40° mit 0,1°/oiger Salzséure digeriert. Die Losung 
epneuerten wir jeden Tag. Sobald kein Glutin mehr nachweisbar 
war. wurden die Fischschuppen mit viel Wasser und dann mit 
\Jkohol und Ather gewaschen. Das lufttrockene Priiparat ent- 
hielt 0,06°/o Asche. Die Analyse ergab folgende Zahlen: 
0.4683 ¢g Ichthylepidin gaben 0,8737 g CO, und 0,2743 g H,O 


0.4669 » » > 64,1 com N, t = 18° B = 756 mm 
0.8637 » > 0,0641 g BaSO, = 0,0088 g S. 


Aus diesen Resultaten ergibt sich folgende Zusammen- 
<eizung fiir das [chthylepidin: 

50,87 %Jo C; 6,56%o H; 15,69%/o N; 1,02°%o S; 25.8% O. 

Bei der Hydrolyse dieses Priiparates mit Sauren erhielten 
wir auf 100 g aschefreie und bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 
setrocknete Substanz berechnet, folgende Mengen an Amino- 
Sauren . 

),7°/o0 Glykokoll 

3.1 °/o Alanin 

15.1°/o Leucin 

6,7°/o Prolin 

1,2°/o Asparaginsiure 
92° Glutaminséure 
1,0°/o Tyrosin. 

Fiir die vorliegende Untersuchung verwendeten wir 150 g 
-hthylepidin, welches mehrere Tage im Trockenschrank auf- 
bewabrt worden war. Zur Hydrolyse kochten wir es 6 Stunden 
mil 450 eem rauchender Salzsiiure am Riickflubkiihler. Nach 
starkem Einengen der filtrierten Fltissigkeit unter vermindertem 
Nrack sehieden wir zuniichst die Glutaminsiiure in der tblichen 
Weise als salzsaures Salz ab. Seine Menge betrug 14,9 g. 
(ie Mutterlauge von der salzsauren Glutaminsiiure dampften 
wir unter vermindertem Druck zum dicken Sirup ein. Dieser 
vurde in der gewohnten Weise verestert und die Ester mit 

auf den vorhandenen Salzsiuregehalt berechneten Menge 
\itriumiithylat in Freiheit gesetzt. Die fraktionierte Destillation 
Lister ergab folgendes Resultat: 


| yon 40— 60° des Wasserbades unter 12. mm Druck 264 gv 
60—100°  » 2 » 1? > : » 

hej 105° > Olbades > 0,4 > 84 > 

von 105—190° >» > > 0.4 ° = 20» 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIT. 24 
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Die einzelnen Fraktionen verarbeiteten wir in der ge- 
wohnten Weise. Im folgenden geben wir eine Ubersicht jij. 
die erhaltenen Resultate. Aus Fraktion I, I und Ul gewanyey 
wir 10,1 g Prolin. 

Fraktion | enthielt 4,5 g Glvkokoll, das als Esterehioy- 
hydrat zur Abscheidung gelangte, und 1,1 g Alanin. Frakti 
H und Hl enthielten 4,1 g¢ Glykokoll, 3,5 ¢ Alanin, 19,6 ¢ Leucin, 

Valin scheint nicht vorhanden zu sein, wenigstens konie; 
wir es in reinem Zustande nicht darstellen. 

Fraktion IV endlich enthielt’ Asparaginsiiure 1,9 g, aulier- 


dem gewannen wir noch 2,3 g Glutaminsiiure. Dem = Seriy 
sind wir nicht begegnet. 

Phenylalanin scheint dem Ichthylepidin zu fehlen. — \\): 
erhielten beim Versuch, es in der gewohnten Weise in For 
seines Esters yon den tibrigen Aminosiiureestern dieser Fraktioy 
zu trennen, ein sehr unangenehm riechendes, offenbar schwet!+!- 
haltiges Ol, das wir nicht niiher untersucht haben. Es ist nici 
vollig ausgeschlossen, dab dieses O] Phenylalaninester einsch!: 
Jedenfalls kann dessen Menge nur klein gewesen sein. 


Tyrosinbestimmung. Aus 30 g Ichthvlepidin wurde 


0.3 g reines Tyrosin erhalten. Die Hydrolyse erfolgte auch | 
durch 16stiindiges Kochen mit der fiinffachen Menge 25° «ice 


Schwefelsiure. 
Die Analysen ergaben: 
Alanin: 
0.2107 g Substanz gaben 0,3154 ¢ CO, und 0.1474 ¢ H,O 
Berechnet fiir C,H.NO,: Gefunden: 
W450 C und 7.87°%o H. 40,5690 Cound 7.83% 0 H. 
0.2557 g Kupfersaiz gaben 0.0843 g CuO 
Berechnet fiir (C,H,NO,) Cu: Gefunden : 
26,41%o Cu. 26,280 Cu. 
Leucin: 
O,1889 g Substanz gaben 0.3795 g CO, und 0,1705 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
D4,96°0 C und 9,92°%o H, 54,79°)0 Cound 10,10° 0 H. 


0.2150 ¢ Kupfersalz gaben 0.0527 g CuO 


Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden : 
[960° 0 Cu. 19.54% 0 Cu. 
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Prolin: 
0,1736 g Substanz (lufttrockene) gaben 0,0179 g H,O 


Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu -++- 2 H,O: (refunden : 
10.99° 0 H,O. [0.80% HO. 
0.1557 g bei 120° getrocknetes Prolinkupfer gaben 0.0341 g CuO 
Berechnet fiir (Cj,H,NO,),Cu: Gefunden: 
21,81°. Cu. 21.91% Cu. 


Asparaginsidure: 
0.1631 g Substanz gaben 0.2150 g CO, und 0.0778 g H,O 


Berechnet ftir C,H,NO,: Gefunden : 
36,09°/o C und d.26°o H. 35,95°/o GC und 35.33°/o H. 
Giutaminsiiure: 

0.1631 g Substanz gaben 0.2434 g CO, und 0.0900 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
40,.81°%o CG und 6,12°/o H. 40.7% o Cound 617% 0 H. 

osin: 

0.1023 g Tyrosin gaben 0.2211 g¢ CO, und 0.0597 g H,O0 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
59.66% Cound 6.07% H. 58,.99°/o Cound 6.53" 0 H. 


2. Hydrolyse des blutfibrins. 


Das bBlutfibrin ist im Iesigen Institut bereits von Arnold 
runner!) unter Anwendung der Estermethode auf seinen Ge- 
valf an Monoaminosiiuren untersucht worden. Es gelang ihm, 
(lv kokoll (2,2°/o), Alanin (3,1 °/o), Leucin(13.0° 0), Prolin(2,4° 0), 
A\sparaginsiture (1,7° 0), Glutaminsiiure (6.6° 0). Phenylalanin 
1.2% o) und Tyrosin (8,2°/o) nachzuweisen und ferner das 
Vorhandensein von Valin und Serin wahrscheinlich zu machen. 
Wir hatten Gelegenheit, mechanisch méglichst soregfiiltig ge- 
cinigtes Fibrin aus Pferdeblut zu untersuchen. Das Fibrin- 
vevinnsel war sofort nach dem Schlagen des Blutes energisch 
iil Wasser ausgewaschen und dann zerkleinert worden. Die 
fein zerhackte Masse wurde dann noch wiederholt mit physio- 
wischer Kochsalzlésung dekantiert, bis die abfliebende Flissig- 
vit ganz farblos war. Das scharf abgeprefBte Priiparat wuschen 

' nun solange mit Wasser, bis das Filtrat keine Chlorreaktion 
michr gab. Das mit Alkohol und Ather gewaschene und bei 


'} Arnold Brunner, Hydrolyse des Blutfibrins, Inaug.-Dissert. 
iin 1905. 
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100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Praparat enthie|t 
noch 0,5°/o Asche. Zur Hydrolyse verwandten wir 251,5 g. 
Diese Menge wurde mit 750 ccm rauchender Salzsiure 6 Stunden 
am Riickflubkihler gekocht und die Hydrolysenfliissigheit nach, 
dem Filtrieren unter vermindertem Druck stark eingeengt. Wir 
schieden zunichst die Glutaminséure als salzsaures Salz miv- 
lichst quantitativ ab und verarbeiteten dann die Mutterlaue 
in gewohnter Weise auf die Ester der Monoaminosiéuren. Auf 
freie Glutaminsiiure berechnet erhielten wir 26,0 g. 
Die Destillation der Ester gab folgendes Resultat: 


Fraktion I: bis 60° des Wasserbades und 12 mm Druck = 40 ¢ 


I]: . 100° > » » 12 > » =< 40) 
Ill: » 100° » > >» O2 » ay Es 
IV: » 180° » Olbades » O2 » > coo 88s 


Es sei noch erwahnt, dafi die Ester mit Natronlauge und 
Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen 
worden war. Uber die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen 
und die Isolierung der einzelnen Aminosiiuren ist neues nicht 
zu erwiihnen. Wir begniigen uns unter Hinweis auf die melir- 
fachen ausfiihrlichen Beschreibungen mit einer kurzen Mit- 
teilung der Resultate. 

Aus Fraktion [—III erhielten wir durch Auskochen mit 
Alkohol 9,0 g reines Prolin. 

Fraktion | enthielt ferner 3,5 g Glykokoll und 2,0 g Alanin, 

Aus Fraktion If gewannen wir 4,0 g Glykokoll, 7,0 ¢ 
Alanin, 1,0 g Valin und 10,0 g Leucin. 

Fraktion IIT enthielt 1,5 g Valin und 27,5 g Leucin. 

Aus Fraktion IV isolierten wir 6,25 g Phenylalanin, 
5.0 g Asparaginsiiure und 2,0 g Serin. 
Glykokollesterchlorhydrat: Schmelzpunkt 144° (korr.). 


O.1102 g Substanz gaben 0,1400 g CO, und 0,0735 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO, - Cl: Gefunden : 
34.42% 0 Cound 7,17°%o H. 34.64%o C und 7,41°%o H. 
=) , ; . 
Alanin: [Ql oyo == + 10,2° in 20°/oiger Salzsdure. 


O.1061 g Substanz gaben 0.1571 g CO, und 0,0738 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
W450 C und 7,87°/o H. 40,37°/o C und 7,72°%o H. 
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‘. } Valin: 
8. . 0.1730 g Substanz gaben 0.3238 g CO, und 0,1489 g H,O 
Nn : Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
h 51,28°%0 C und 940° H. 51,04°/o C und 9,56°% 0 H. 
Ir | Leucin: 
t~ 0.1891 g Substanz gaben 0,3798 g CO, und 0,1702 g H,O 
7 | Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
if 54,96°/o C und 9.92% H. 54,7990 GC und 10,00° 0 H. 
Kupfersalz des racemischen Prolins: 
0,2345 g lufttrockenes Salz verloren bei 120° 0.0258 g H,O 
0.1208 » bei 120° getrocknetes Prolinkupfer gaben 0.0329 g CuO 
= 0,0263 g Cu 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu -++- 2H,O: Gefunden: 
10,99°/o H,O. 11,0°/o H,O. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden : 
| 21,81 °/o Cu. 21,77 °/o Cu. 
Phenylalanin: 
0,1640 g Substanz gaben 0,3920 g CO, und 0,1010 g H,O 
) Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 


65,45°/o C und 6,66°/o H. 65,19°%/o C und 6,84°% 0 H. 
Asparaginsaure: 


0.1625 g Substanz gaben 0,2145 g CO, und 0,0781 g H,O 


> 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
36,0990 C und 5,26°/o H. 36,00°%/o C und 5.34? 0 H. 


Glutaminsdure: 
0.2450 ¢ Substanz gaben 0,3664 g CO, und 0.1355 g H,O 
Berechnet fiir C;H,NO,: Gefunden: 
M),81°/o C und 6,12°/o H. M),75°/o C und 6149/0 H. 
Serin: 


0.1924 g Substanz gaben 0,2402 g CO, und 0,1191 g H,O 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
$4,28°/o C und 6,73°/o H. 34,05°/o C und 6,87°% 0 H. 


100 g des gleichen Praparates verwendeten wir zur Be- 
stimmung des Tyrosins. Die Hydrolyse erfolgte durch 16stin- 
diges Kochen mit 500 ccm 25°/oiger Schwefelsdure. Die Aus- 
beute an Tyrosin betrug 3,5 g. 

Auf 100 g aschefreies, bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 
gelrocknetes Fibrin aus Pferdeblut berechnet, ergeben sich 
somit folgende Mengen an Monoaminosiiuren : 





O14 


Glykokoll 
Alanin 
Valin 
Leucin 
Prolin 


Phenylalanin 


Asparaginsiiure 


Glutaminsiure 


Serin 


Tyrosin 


2.09/ 
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3.0°% 6 
3.6% 0 
1.0% o 
15,0° » 
3.6 °/0 


PAT ee 


7 


0 


10,4° 9 
OS’ o 


3,0 Yi 


Es war dies nicht das einzige Fibrinpréparat, das wir 


untersucht haben. 


Ein «unreines» Priiparat aus Rindert|i: 


ergab iihnliche Werte, wiihrend wir bei einem dritten Priiparat 
einen geringeren Wert ftir Glykokoll (2.0°/o) und einen hoheren 


fiir Glutaminsiiure 


( 12.5 ° 0) 


fanden. 


Das Fibrin kann seiner 


ganzen Entstehung nach kaum als ein auch nur einigermasen 
einheitlicher EiweiBkorper angesprochen werden, und es _ ist 
daher nicht verwunderlich, wenn verschiedene Praparate Unter- 


schiede in ihrer Zusammensetzung zeigen. 








Synthesen von Alkaptonsduren. 
Von 


Dr. Otto Neubauer und Dr. L. Flatow. 


(Aus der II, medizinischen Klinik der Universitat Mtinchen.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Juni 1907.) 


Bei der seltenen, als Alkaptonurie bezeichneten Ano- 
1 des Stoffwechsels wird bekanntlich ein Harn ausgeschieden, 


) | op die Eigenschaft besitzt, sich nach Zusatz von Alkali unter 
t \nfnahme von Luftsauerstoff braun bis schwarz zu fiirben. 


hoedeker.) welcher als erster auf dieses Verhalten aufmerk- 
sun machte, konnte aus einem solchen Harne einen Korper, 
4lerdings In noch unreinem Zustand, isolieren, der sich als 
‘yiger dieser Eigenschaft erwies, und den er deshalb «Alkap- 
von Alkali und kamteiv) nannte; er fand ferner, dab 
dieser Kérper alkalische Kupferoxydlésung und ammoniakalische 
si beroxydlésung schon in der Kilte reduziert. Ebstein und 
Miller?) gewannen aus dem Harne eines Patienten eine Sub- 
-tiuz. welche ebenfalis diese Reaktionen zeigte, in anderer 
Hinsicht aber vom «Alkapton» verschieden war und von ihnen 
Brenzkatechin gedeutet wurde. Smith®*) glaubte im ~«Al- 
Kapton» die Protokatechusiéiure zu erkennen, wurde aber von 
Kirk *) widerlegt. Marshall) gelang es, eine krystallisierte 
Sbstanz zu isolieren, die er als Glykosursdure beschrieb, 
aber wahrseheinlich auch noch nicht vollkommen einheit- 
') Boedeker. Zeitschrift f. rationelle Med., IIL Reihe, Bd. VIL, 
> 130 (1859), — Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. CXVII, S. 98 (1861). 
*) Ebstein und Miiller, Virchows Arch., Bd. LXII, S. 55-4 (1875). 
') Smith, zitiert nach Virchow-Hirsch, Jahresber., Bd. I, 5. 166 


*) Kirk, Brit. med. Journ, (1886), S. 1017; (1888), 5. 232; Journal 
Anat. and Physiol., Bd. XXIII, S. 69. 
Marshall, zitiert nach Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. XXVII, 
~. 120 (1888); Malys Jahresber. f. Tierchem. (1887), S. 225. 
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lich war. Einen wesentlichen Fortschritt brachten die Arbeitey 
von Kirk:') dieser erhielt aus Alkaptonharn zunichst einen 
rotlich gefiirbten Korper, «Urrhodinsaure>; spater erkannte 
er diesen als ein Gemenge von mindestens zwei verschiedenen 
Substanzen; die eine, wegen ihrer gelben Farbe als «Uro- 
xanthinsiéiure» bezeichnete, war amorph und wurde nicht cin- 
gehend untersucht; eine zweite Suhstanz wurde in Form rein 
weifer Krystalle erhalten und bekam deshalb den Namen «Uro- 
leucinsiiure». Wenige Jahre spiter stellten Wolkow uni 
Baumann?) aus Alkaptonharn eine andere krystallisierte Su)- 
stanz dar, die in ihren Eigenschaften der Glykosursaéure Mur- 
shalls entsprach, aber vollstiindig einheitlich war. Aus ihren 
Verbrennungswerten, ihren Eigenschaften und Zersetzungs)ro- 
dukten schlossen sie, daf} ihr die Formel der 2-5-Dioxypheny!- 
essigsiure (—= Hydrochinonessigsiure) 
HO/ 


\ OH 


cu, 
COOH 
zukomme. Da diese als niichst hédhere Homologe der Gentisin- 
siiure (2-)-Dioxyphenylameisensiiure) betrachtet werden kin, 
gaben sie ihr den Namen «Homogentisinsiiure».  bBau- 
mann und Friinkel%) erbrachten dann durch die Synthese de: 
Dimethylhomogentisinsiiure aus Gentisinaldehyd den Beweis fiir 
die Richtigkeit dieser Formel: durch Reduktion der Dimethiy!- 
homogentisinsiiure gelangten sie schlieblich auch zu_kleinen 
Mengen einer Substanz, die nach Loslichkeit und Reaktiouen 
offenbar Homogentisinsiure war.*) Huppert ®) hat dann durch 
be 
*) Wolkow und Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 228 (1501 
') Baumann und Friinkel, Diese Zeitschrift, Bd. XX, 8S. 210) 1s!) 
‘) Im Verlauf der folgenden Untersuchungen ist es uns gelun: 
eine neue, bet weitem einfachere Synthese der Homogentisinséure au'- 


zulinden, welche die Gewinnung gréferer Mengen dieser Substanz 
moglcht und die Richtigkeit der angenommenen Konstitution aufs n 
dartut. (Ss. unten S. 395. 


Huppert, D. Arch. f. klin. Med., Bd. LXIV, 5. 138 (189%). 
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i berfihrung von Homogentisinséure in die bereits synthetisch 
dargestellte Dimethylgentisinsaure einen weiteren Beweis fir 
die Richtigkeit der Baumann- Wolkowschen Formel geliefert. 
Dagegen kann die Formel der Kirkschen Uroleucin- 
siiure noch nicht als definitiv festgestellt gelten. Daf sie mit 
der Homogentisinsiiure nicht identisch ist, geht aus ihrem ab- 
weichenden Verhalten gegen Fallungsmittel (geringere Fiillbar- 
keit durch Bleisalze’, gegen Eisenchloridlésung (Griinfirbung, 
wihrend Homogentisinséiure Blaufiirbung gibt), sowie aus der 
Verschiedenheit der Schmelzpunkte (Uroleucinséure 130—133°, 
Homogentisinsdure 147°) hervor. bei der Verbrennung der 
Lroleucinsiure erhielt Kirk Werte, welche der Zusammen- 
setzung C,H,O, entsprachen. Huppert?) wies nach, dai Uro- 
leucinséure und Homogentisinsiéure bei Methylierung und nach- 
fulgender Oxydation dasselbe Produkt (Dimethylgentisinsiiure) 
iefern, und kam so zu der Annahme, daf die Uroleucinsiure 
als 2-5-Dioxypheny!milchsaure (= Hydrochinonmilchsaure) auf- 
zufassen sei, also als eine Phenylpropionsaure mit zwei Phenol- 
gruppen im aromatischen Kern in derselben Stellung wie bei 
der Homogentisinsiiure und einer alkoholischen OH-Gruppe in 
der Seitenkette. Die von Wolkow und Baumann?) festge- 
stellte Tatsache, daf Alkapton im Organismus aus Tyrosin ent- 
stelit, lie} es ihm als wahrscheinlich erscheinen, dab diese 
a koholisehe OH-Gruppe am mittleren Kohlenstoffatom der Seiten- 
kette sitzt; er schrieb deshalb der Uroleucinsiiure die Forme! 
HO’ 

| | 


\ / OH 


der 2-5-Dioxyphenyl-ca-Milchsiure én, ZU. 
CHOH 
Coon 
Diese Annahme Hupperts beziiglich der Stellung der OH- 


Gruppe in der Seitenkette hat seither eine weitere Stiitze da- 


'; Huppert, Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, 5. 412 1897). 
*; Wolkow und Baumann, a. a. O., S. 266. 
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durch gewonnen, daf von zahlreichen bei Alkaptonpatienten 
eingefiihrten aromatischen Substanzen nur diejenigen in Alkapton 
iibergingen, bei welchen am mittleren C-Atom einer dreig|ie- 
drigen Seitenkette — also in der a-Stellung — eine NH ~— 
oder eine OH-Gruppe oder ein O-Atom sitzt. ') 

Trotzdem kann die von Huppert aufgestellte Formel noch 
keineswegs als bewiesen angesehen werden. Als Bedenken jst 
veltend zu machen, da die Uroleucinséure des Harns die Ebene 
des polarisierten Lichtes nicht dreht, wie Huppert in 
Ubereinstimmung mit Kirk ausdriicklich angegeben hat. Nach 
der Forme! enthiilt sie aber ein asymmetrisches C-Atom, und 
es kann als Regel ausgesprochen werden, dai Substanzen mit 
einem asymmetrischen C-Atom im Organismus stets in 
optisch-aktiver Form auftreten.*) Besonders wiire dis 
bei einer Substanz zu erwarten, die im Organismus aus optiscli- 
aktiven Vorstufen (l-Tyrosin, ]-Phenylalanin) entsteht. 

Kine sichere Feststellung der Konstitution der Uroleucin- 
siiure schien uns nun nicht ohne Interesse zu sein: denn wenn die 
bisher angenommene Formel zutrifft, so ist die Uroleucinsiiure 
zweltellos als Zwischenprodukt beim Abbau der aromatischen 
Aminosiiuren zur Homogentisinsiiure aufzufassen, und ihr Aul- 
treten gibt uns dann einen wichtigen Anhaltspunkt, wie dieser 
Abbau vor sich geht: kommt ihr aber eine andere Forme! zi, 
so wiirden sich von ihr aus vielleicht neue Einblicke in den 
Mechanismns der Verbrennungsvorgaénge im Organismus ge- 
winnen lassen. 

Der eine Weg zur endgiiltigen Sicherstellung der Konstitu- 
tion, das Studium verschiedener Derivate der Uroleucinsiure aus 
Harn, war von vornherein ungangbar, da uroleucinséurehaltiger 
Alkaptonharn uns nicht zur Verfiigung stand. Diese Siiure scheint 
iiberhaupt nur in dem Falle von Kirk in groBerer Menge vor- 
handen gewesen zu sein; und auch Huppert hat seine Unter- 
suchungen an einer beschriinkten Menge ihm von Kirk iber- 


!) Siehe O. Neubauer und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 


S. 81 (1904). 
*) Die einzige bisher bekannte Ausnahme von dieser Regel bilde! 


; t 


wohl die Harnpentose, die nach Neubergs Feststellung dl-Arabinose 1s 
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lassener Séure ausfiihren miissen; in einem andern ihm zur 
‘orfiigung stehenden Alkaptonharn konnte er sie nicht auffinden. 
Langstein und Erich Meyer?) haben in dem Urin ihres Pa- 
tienten nur Spuren einer Saure angetroffen, die ihrem Verhalten 
nach als Uroleucinsiiure anzusprechen war; in den anderen, 
neuerdings beschriebenen Fiillen konnte Uroleucinsiure nicht ge- 
finden werden. In dem Harne eines Alkaptonurikers, den wir 
im Laufe des letzten Jahres zu untersuchen Gelegenheit hatten, *) 
haben wir ebenfalls Uroleucinsiiure nicht nachweisen konnen: 
aus der Fraktion, welche die Uroleucinsiiure hiitte enthalten 
miissen, haben wir nur Homogentisinsiiure gewinnen kénnen. 

So blieb also nur der Weg, die Hydrochinon-a-Milchsiiure 
<ynthetisch darzustellen, die Eigenschaften der synthetisch er- 
haltenen Siiure mit denen der Kirkschen Uroleucinsiiure zu 
vergleichen, und auf diese Weise die Richtigkeit der bisher 
angenommenen Formel zu_priifen. 

Nach zahlreichen fehlgeschlagenen Versuchen, deren Be- 
<chreibung hier ftiglich tibergangen werden kann, fiihrte dieser 


ee zum Ziel. 


I. Synthese der Hydrochinon-«a-Milchsaure. 


(2.5 Dioxyphenyl-a-Oxypropionsiiure. ) 


Die Synthese der Hydrochinon-a-Milchsiiure haben wir 
in analoger Weise vollziehen kénnen, wie schon friiher von 
anderer Seite®) diejenige der nichtsubstituierten Phenyl-a-Milch- 
siiure bewerkstelligt worden ist. 

Die Phenyl-a-Milchsiéure (VI) entsteht aus der zugehdrigen Keton- 
ure \V) (Phenylbrenztraubenséure) durch Reduktion mit Natriumamalgam. 
Die Phenylbrenztraubensiiure wird durch Spaltung der Benzoylamido- 


es 


'! Langstein und Erich Meyer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. LXXVIIT, 
161 (1908). 
*) Die Zuweisung dieses Falles (F. B., Student aus G., 20 Jahre 
verdanken wir Herrn Priv.-Doz. Dr. Lindemann; in einer unter 
seiner Leitung ausgefiihrten Dissertation sollen demniichst die genaueren 
‘aien des Falles veréffentlicht werden. 
*) Pléchl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1883. 
Erlenmeyer jun., Liebigs Ann., Bd. CCLXXI. 


Ss 


— 
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zimmtsdure (III) mit starker Natronlauge erhalten, wobei diese primiir jn 
Benzamid und a-Oxyzimmtsdure (IV) zerfallt, welch letztere unbestindiz 
ist und sich daher in die Ketonséure (V) umlagert. : 

Die Benzoylamidozimmtsdure resp. ihr Anhydrid entsteht durc}, 
Kondensation von Benzaldehyd (I) mit Hippursaure (II). 


Dies sei durch folgendes Schema veranschaulicht: 














(1.) /~ 
id A 
H-C: ad 
| ed 
QO ——> (IIL.) | > 
H, CH 
| | 
(I.) G—NH-CO- C,H, C— NH-CO- C,H, 
| | 
CO,H CO,H 
i : Fi a, 
| 3 | | | 
JS , ‘a : oF 
qv.) | (V.) | (VIL) | 
CH «mb CH, > CH, 
| : | | 
C- OH CO CH - OH 
| | | 
CO,H CO,H CO,H 


Geht man nun anstatt vom Benzaldehyd vom 2,5-Dioxy- 
benzaldehyd (Gentisinaldehyd) aus, so bleibt in allen wesent- 
lichen Punkten der Reaktionsverlauf ungeéndert, und man 
gelangt schlieflich in analoger Weise zur 2,5-Dioxyphenyl-a- 
Milchsiiure. 


Darstellung von Gentisinaldehyd. 


Der als Ausgangsmaterial dienende Gentisinaldehyd wurde 
zuniichst nach Tiemanns?!) Vorschrift durch Einwirkung von 
Chloroform auf Hydrochinon bei Gegenwart von Natronlauge 
hergestellt. Diese Methode erwies sich aber als miihevoll und 
lieferte nur geringe Ausbeuten. Eine nicht unwesentliche [r- 
hdhung der Ausbeute konnte durch Verwendung von Kalilauge 


1) Tiemann und Miller, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. \\\ 
S. 1987, 
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an Stelle der Natronlauge erreicht werden (10°/o auf Hydro- 
chinon bezogen). 

Indessen ist das Ausithern grofer Fliissigkeitsmengen 
auch bei diesem Verfahren derart stérend, dab an eine erfolg- 
reiche Durchfiihrung unserer Synthese bei Verwendung eines 
sy schwer erhiiltlichen Ausgangsmaterials nicht gedacht werden 
konnte. — Nachdem also an bescheidenen Mengen des so erhal- 
tenen Gentisinaldehyds ein Versuch bewiesen hatte, dab Kon- 
densation mit Hippursiiure ein wohlcharakterisiertes Produkt 
leferte, aus dem bei der Spaltung mit Alkali Substanzen mit 
Alkaptoncharakter entstanden,!) mithin die Synthese Aussicht 
auf Erfolg bot, war die nachstliegendste Aufgabe fiir uns, eine 
rationellere Gewinnung von Gentisinaldehyd in Form einer neuen 
Synthese zu versuchen. 

Zu dieser verhalf uns die Auffindung eines D. R. Pa- 
tentes (Nr. 81297), nach welchem es gelingen sollte, Phenole 
und Phenolearbonsauren durch Kaliumpersulfat in alkalischer 
Lisung zu den zugehdrigen p-Dioxyphenolen, bezw. p-Dioxy- 
phenolcarbonsiéiuren zu oxydieren. So war aus Salicylsiiure die 
Hydrochinonearbonsiure (Gentisinséure) erhalten worden. ?) 

Wir wandten die Kaliumpersulfatoxydation auf den Sa- 
licylaldehyd an und erhielten Gentisinaldehyd. — Merkwir- 
digerweise und wohl fiir jeden Chemiker tiberraschend! 
Henn es war von vornherein nicht gerade wahrscheinlich, dab 
eine so eingreifende Oxydation die Aldehydgruppe intakt lassen 
wirde. Auch unsere weiteren Erfahrungen (s. unten) haben 
die geringe Tendenz des Persulfats, Seitenketten auch noch so 
einplindlicher Natur zu oxydieren — eine bisher ganz unbe- 
kannte Tatsache — immer wieder dargetan. 

Der Reaktionsmechanismus der alkalischen Persulfatoxydationen 
se. am Saheylaldehyd kurz vor Augen gefiihrt. 

Unter Wasseraustritt und Bildung von schwefelsaurem Kali bildet 

der Monoschwefelsiiureester eines in p-Stellung zur vorhandenen 
Pienolgruppe hydroxylierten Phenols (d. h. dessen K-Salz) : 





') In diesem Stadium der Arbeit hatten wir uns der schatzens- 
‘en Mitarbeit von Herrn Dr. Kurt Mayer zu erfreuen. 
*) Beilstein, Ergaénzungsband II, S. 1027. 
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oO .8 0 Px. Y 0.. 8a % 
| 
K-O—S—O | = ae + — Ok 
| KO—S—OK | 
a CH Fd ‘5 | CH 
K-OQH | + 4 
0 H,O 


Nach dem Ansiiuern der alkalischen Oxydationslésung laft s 
stets vorhandenes, unverdindertes Ausgangsmaterial mit Ather aussc)i) 
teln, wihrend der bei der Reaktion entstandene Dioxyphenolmonoschw 
siureester in Lésung bleibt. 

rst beim Erhitzen mit itiberschiissiger Salzsiiure wird er in sei: 
Komponenten gespalten, und das entstandene Hydrochinonderivat 
der Gentisinaldehyd) ausatherbar, 

Nach verschiedentlichen Modifikationen, die darauf hinsis- 
gingen. das Fliissigkeitsvolumen einzuschriinken und somit 
Atherextraktion zu erleichtern, wurde folgendes Verfahren 
schlieflich als das beste angewandt. 

62 ¢ Salicylaldehvd wurden in 400 com Wasser +- 2) » 
NaOH aufgelést. 

Dieser LOsung wurden in je zehn Portionen 200 co 
H) oige Natronlauge und 1500 cem 10°/oige Kaliumpersi!' 
lOsung wechselweise zugesetzt, beginnend mit dem Laugezusii'!z 

Man lift die Temperatur nicht tiber 35° steigen, we-- 
halb diese Manipulation etwa 3/4 Stunde dauert. AuBere Kiihluny 
wendet man zweckmiibig nicht an, da sie die Reaktion wn- 
notig verlangsamt. Nach erfolgtem Zusatz der letzten Portico: 
Kaliumpersulfatlbsung libt man die gebriaiunte Losung 24 S11 


den stehen. 

Am niichsten Tage siiuert man mit konzentrierter <alz- 
siiure bis zur deutlichen Bliiuung von Kongopapier an, filtrier' 
von Olig ausfallendem unveriindertem Salicylaldehyd und ithe 
dessen letzte Reste noch 2—3 mal aus. (Filter und Ather- 


‘ 





riickstand liefern nach erfolgter Wasserdampfdestillation ¢ 
23 g zuriickgewonnenen Salicylaldehyd.) 

Die von unveriindertem Salicvlaldehyd befreite, den Gentisin- 
aldehyd enthaltende L6sung wird nunmehr mit !\¢ thres Volumes 
rauchender Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) versetzt und zur Spaltuin: 
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ies Obenerwéhnten Gentisinaldehydmonoschwefelsiureesters 
lingsam auf dem Wasserbade bis auf 70° erhitzt, und dann frei- 
willig erkalten gelassen. — Ein amorpher schwarzer Nieder- 
hlag wird abfiltriert, das Filtrat wiederholt mit Ather extra- 
ert. Nach dem Verdampfen des Athers hinterbleibt ein brauner 
ver Riickstand, der von den letzten Spuren Athers auf sie- 
ndem Wasserbade befreit, meist krystallinisch erstarrt. Er 
stellt den rohen Gentisinaldehyd dar, der beim LOsen in heibem 
henzol alle Verunreinigungen zuriicklabt, um bei freiwilligem 
\erdunsten des benzols in prachtigen benzolhaltigen Prismen 
vukrystallisieren. An der Luft verliert er das Krystallbenzol 
nd erweist sich mit dem von Tiemann dargestelitem Produkt 
vollig identisch. — Ausbeute 17 g. 


Kondensation von Gentisinaldehyd mit Hippursdure. 


So wurden grofere Mengen des bis dahin kostbaren Pro- 

ktes leicht erhalten und zu der nachfolgenden Kondensation 

- | Hippursiiure verwandt. — Da_ bei dieser Reaktion Essig- 

: veanhydrid und essigsaures Natron Verwendung findet. ist 

» Acetylierung der freien Hydroxvigruppen selbstverstéandlich : 

erdem findet eine Anhydridbildung zwischen der Benzamido- 

ssippe und der Carboxylgruppe statt (letzteres geschieht analog 

i bei der Entstehung der nicht substitulerten Benzoylamido- 

- | mtsiure), so dah der Kondensation Endprodukt) ein) Dia- 
-tyldioxvbenzoyliminozimmtsiureanhydrid 


\ 


i 

CH,COO — / 
“al 
CH 


— QOC- CH, 


C—N—OC- C,H 

/ 

' | CO 
vstellt. 


Zu seiner Gewinnung wurden 32 g Hippursiure, 20 g 


5 


- | entwassertes Natriumacetat und 25 g Gentisinaldehyd in sorg- 
: ‘ctigst verriebenem Zustande 3/4 Stunde lang mit 80 ccm Essig- 
ireanhydrid auf siedendem Wasserbade digeriert. Sehr bald 
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erfolgt nach vorhergegangener LoOsung Abscheidung eines kana- 
riengelben, krystallinischen Pulvers. Man laBt dann das Ganze 
24 Stunden stehen, zerreibt den etwas verharzenden Krystal|- 
brei mit Wasser und saugt ihn ab. Alsdann wird er einige 
Zeit mit Ather geschiittelt, mit Alkohol gewaschen und wieder 
mit Ather getrocknet. Dann ist er rein und stellt ein schiy 
gelb gefarbtes Krystallpulver dar, welches aus prismatischen 
Siulchen besteht. Zur Analyse wurde aus siedendem Eisessig 
umkrystallisiert. 

Die Ausbeute erreichte maximal 32 g, entspricht aber 
gewoOhnlich nur dem Gewicht des verwendeten Gentisinaldehyds. 
Das Kondensationsprodukt schmilzt bei 190° Es ist in ver- 
diinnten Alkalien unléslich, in Ubereinstimmung mit seiner 
Konstitution. In konzentrierter Natronlauge lést es sich beim 
Sieden unter Ammoniakentwicklung, und seine Loésung, nun- 
mehr der schiitzenden Acetylgruppen beraubt, wird unter in- 
tensiver Schwiirzung durch den Luftsauerstoff oxydiert. Mit 
EKisenchlorid nichts Charakteristisches. 

Die Analyse nach Kjeldahl: 

0,7805 g Substanz lieferten eine 20,9 ccm '/1o-n-Séure entsprechencde 
Menge Ammoniak, entsprechend 0,02926 g N. 

Berechnet fiir C,)H,,O,N: Gefunden: 
3,83 °/o N. 3.75°/0 N. 


Spaltung des Kondensationsproduktes durch Natron- 
lauge. 


Der Einflub konzentrierter Natronlauge auf das soeben 
charakterisierte Kondensationsprodukt von Gentisinaldehyd tit 
Hippursiiure ist soeben erwahnt und gleichzeitig auf die zer- 
storende Wirkung der Luftoxydation hingewiesen worden. [im 
daher zu der Hydrochinonbrenztraubensaiure zu gelangen, |=! 
es erforderlich, die folgende Operation im sorgfiltig von Li!! 
befreiten, kontinuierlichen Wasserstoffstrome auszufiihren : 

In dieser Weise werden in einem Jenenser Kolben 10,> ¢ 
Substanz mit 150 cem 40°/oiger Natronlauge (nicht weniger! 
gekocht. — Starke Ammoniakentbindung verrat die Zersetzunz 
des wohl primar abgespaltenen Benzamides. — Nach #/4 Stunden 








. ee ‘ 4 
Synthesen von Alkaptonsduren. 385 


ust man im H-Strom erkalten und giebt geschwinde (um 
Luftoxydation zu vermeiden) den breiigen Kolbeninhalt in eine 
mit 200 g Eis und 160 ccm rauchender Salzsiure (1,19) be- 


echickte Schale. — Benzoesiure, dem zersetzten Benzamid 
entstammend, fallt sogleich aus und wird abgesaugt. — Aus 
der Mutterlauge krystallisiert nach 24stiindigem Stehenlassen 
das Anhydrid der Hydrochinonbrenztraubensiéure 
OH * oH’ 

CH | oder CH, | 

COH CO | 

CO CO 


iy groben zu Biischeln vereinigten blittchen aus. Die blitt- 
chenmodifikation enthiillt Krystallwasser, das bei 100° entweicht. 
Krystallisiert man sie aus siedendem Wasser um, so erhalt man 
zollange, wasserfreie Nadeln. Ausbeute: 3,8 g. 


Analyse (I): 
01498 g Substanz ergaben: 0,3338 g CO, = 60,77°/o € 


0.0527 » H,O = 3,91°/o H 

Analyse (Il): 
0.1494 g Substanz ergaben: 0,3323 g CO, = 60,66°0 C 
0.0525 » H,O — 3.90 °/o H 


Es berechnet sich fiir C,H,0O,: C = 60,6790; H = 3,387 °%. 

Die wasserhaltige Blattchen- sowie die wasserfreie Nadel- 
modifikation gehéren beide dem Anhydrid der Hydrochinon- 
brenztraubensiiure an. — Das Anhydrid ist gekennzeichnet: 
Nurch dauernde Griinfiirbung mit Eisenchlorid, am schonsten 
in alkoholischer Lésung, ferner durch die allmahlich erst ein- 
tretende Braunfairbung der zuniichst blauen alkalischen Losung 
bei Luftzutritt, sowie insbesondere dadurch, dafi es erst in 
ler Wirme ammoniakalische Ag-Lésung reduziert. Es 
<chmilzt unseharf und wenig charakteristisch erst tiber 220°. — 
Kine 1/s°/oige Losung wird nicht durch Bleizucker, wohl aber 
durch Bleiessig gefallt (Niederschlag leicht gelblich, im Uber- 
-chuB wieder léslich), in einer !/2°/oigen Lo6sung erzeugt auch 
Hleizucker einen Niederschlag. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 20 
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Die freie Hydrochinonbrenztraubensaure 
HO—7 * 


| Jon 
\/ 
CH, 


| 
CO 


CO,H 
kann aus dem Anhydrid erhalten werden, indem 6.8 g des letzteren ji 
Wasserstoffstrome mit 30 ccm einer 380° cigen Natronlauge 20 Minuten 
sich selbst tiberlassen und dann in ein Gemisch von 30 ecm Salzsiiure 
(1,19) und 30 g Eis gegossen werden. — Es fallt sofort die freie Siiury 
aus. Sie wird auf Ton getrocknet. — Ausbeute an schon krystallisiert 
Produkt 6 g. 

Aus der Mutterlauge krystallisiert nach einem Tage O88 g¢ des 
Anhydrids. Die freie Séure ist charakterisiert durch folgende Eigen- 
schaften: Eine schwach angesiiuerte wisserige Lésung scheidet nac! 
24 Stunden das Anhydrid aus. (In trockenem Zustande ist die freie 
Siiure lange haltbar.) In Alkali l6st sich die Séure zuniachst mit blau- 
griner Farbe, die bald einer intensiven Schwiirzung Platz macht. 

Mit Eisenchlorid erzeugt ihre Lésung in 50° vigem Alkohol eine 
intensive, schéne Rotviolettfiirbung, die indessen, bald verschwindend, 
einer gleichfalls unbestindigen Griinfarbung Platz macht. (Es sei daran 
erinnert, dafi die nicht substituierte Brenztraubenséiure mit FeCl, eine 
Blaugriinfiirbung erzeugt. — Die ‘4° oige Lésung gibt weder mit Blei- 
zucker, noch mit Bleiessig eine deutliche Fallung; erst in emer 12° oiven 


Losung erzeugt Bleiessig einen im Uberschuf wieder lislichen, gelblichen 
Niederschlag. — Im Gegensatz zu ihrem Anhydrid reduziert die free 
Siiure momentan ammoniakalische Silberlésung in der Kalte. — Die klaren 
Wechselbeziehungen zwischen Saéure und Anhydrid machten eine Analyse 


der ersteren tberfliissig. 


Reduktion des Anhydrids der Hydrochinonbrenz- 
traubensiure zu Hydrochinon-a-Milchsiéure. 


Diese Reduktion stieb lange Zeit auf unerwartete Schwierig- 
keiten, so dab, so glatt auch immer die Synthese bis hierher 
verlaufen war, ihr AbschluB noch fiinf Monate auf sich warten lie). 

Von vornherein hatten wir Natriumamalgam zur Reduktion ver- 
wendet, erhielten aber beim Ausiéthern des angesduerten Reaktions- 
produktes nur geringe Mengen eines Sirups ohne Krystallisationstenden” 
Wir versuchten dann an Stelle des Natriumamalgams eine Reihe ander 
Reduktionsmittel, alle ohne den gewiinschten Erfolg; schlieflich kehrten 
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wir wieder zum Natriumamalgam zuriick und nun gelang es, die tech- 
nischen Bedingungen aufzufinden, unter denen die Reduktion glatt und 
quantitativ verlauft und zu einem krystallisierten Produkte fiihrt. Das 
Verfahren, das sich schlieflich bewahrte, ist folgendes : 

In einem fiir die angegebene Fliissigkeitsmenge gerade 
ausreichenden Stopfenglase werden 2,6 g Hydrochinonbrenz- 
traubenséureanhydrid in 12 ccm Wasser suspendiert, mit 30 g 
Natriumamalgam vom titrierten Na-Gehalt 2,3°/ versetzt (auf 
einmal, nicht portionenweise) und geschiittelt. Anfangs tritt 
eine geringe Braunung der Lésung ein, die aber gegen Ende 
der Reaktion meist wieder verschwindet. Nach ca. !/4 Stunde 
ist die Reduktion beendet: man Ooffnet nun das Fliaschchen 
und fiigt sehr schnell, um Luftoxydation zu vermeiden, 3 ccm 
rauchender Salzsiiure zu: dann giefbt man die wiisserige Losung 
vom Quecksilber ab und labt sie 24 Stunden stehen, um etwa 
noch vorhandener, unverinderter Hydrochinonbrenztraubensiure 
Gelegenheit zu geben, in Form ihres Anhydrids auszukrystal- 
lisieren. 

Erfolgt eine derartige Krystallisation — was bei der ge- 
nauen Anwendung der theoretischen Amalgammenge nicht der 
Fall ist —, so filtriert man von dieser ab und engt das Fil- 
trat in einem Vakuumexsikkator, der mit Kalk und Schwefel- 
siure beschickt ist, zur Trockne ein. Der Trockenrtickstand 
enthalt nur Chlornatrium und die Hydrochinon-a-Milchsiiure, 
letztere bisweilen nicht krystallisiert. — Man kocht den Riick- 
stand wiederholt mit gréBeren Mengen Ather aus, wobei die 
Hydrochinonmilchsiure in Loésung geht und nach dem Verjagen 
des Athers als Syrup zuriickbleibt. Diesen nimmt man mit 
ganz wenig Wasser auf und liébt das Ganze im nur wenig eva- 
kuierten Exsikkator einige Zeit stehen. — Oftmals macht die 
Krystallisation Schwierigkeiten; ist man aber im Besitze eines 
Krystiéllchens, so bringt Animpfen bald die ganze Masse zur 
Krystallisation. — Bei wiederholter Darstellung ist die Aufbe- 
wahrung eines Impfkrystalls daher sehr zweckmiabig. 

Die Hydrochinon-a-Milchséure krystallisiert in sehr schon 
uisgebildeten langgestreckten, glasklaren Prismen. — Diese 
eithalten noch Krystallwasser, schmelzen bei 87°. Bei lan- 


2H* 








388 Otto Neubauer und L. Flatow, 


gerem Erwiirmen tritt schon unterhalb des Schmelzpunktes unter 
Gewichtsabnahme, die mehr als einem Molekiil Wasser ent- 
spricht, eine Verinderung der Substanz ein; sie sintert zu- 
sammen, wird unansehnlich, klebrig, und verliert ihre Leicht- 
loslichkeit in Wasser. Versetzt man das langere Zeit auf 70) 
bis 80° erhitzte Produkt mit wenig Wasser, so bleibt ein Teil 
ungelost zuriick; dieser in schénen vierseitigen Blittchen kry- 
stallisierende Anteil schmilzt zwischen 155 und 157°. Seinem 
rein bitteren Geschmack nach diirfte er das Anhydrid der Sub- 
stanz vorstellen: gegen Lackmus reagiert er sauer, wie alle 
Anhydride dieser Reihe; beim Kochen mit Wasser geht er 
wieder in krystallwasserhaltige Hydrochinonmilchséure tiber. 

Zur Analyse mubte die lufttrockene, krystallwasserhaltige 
Substanz verwendet werden, da bei niederen Temperaturen im 
Vakuum das Krystallwasser nur zum sehr geringen Teil fort- 
ging, bei mittleren Temperaturen (85—40°) im Vakuum alher 
bereits das Sintern und Klebrigwerden der Substanz eintrat, 
wodurch sowohl eine Wasserbestimmung durch Gewichtsab- 
nahme, wie auch ein Trocknen der Substanz zur Analyse un- 
moglich gemacht wurde. 


Die Analyse lieferte folgende Werte:!) 


0.1509 g Substanz ergaben 0,2761 g CO, = 49,9%0 C 
und 0,0772 » H,O = 5,682%/o H. 
Es berechnet sich fiir C,H,,O, + 1H,O: C = 50,000 
H = 5,55 %o. 


Die Siiure ist in Ather schwer, in Wasser sehr leicht 
loslich: ihre wasserige Lésung zeigt bei Zusatz von Alkali und 
Luftzutritt eine iiber rot in braunschwarz tibergehende Farbung: 
sie reduziert in der Kilte sofort ammoniakalische Silberl6sung. 
Kisenchlorid erzeugt keinerlei Firbung. Eine !/4°/o wiisserige 
Losung gibt mit Bleizuckerl6sung keinen, mit Bleiessig einen 
weiben, im UberschuB des Reagens wieder etwas ldslichen 
Niedersehlag. Die synthetische Hydrochinon-a-milchséure unter- 
scheidet sich demnach sehr wesentlich von der Kirkschen 


') Die Verbrennungen wurden im Laboratorium des Heidelberger })\\- 
sidlogischen Institutes vorgenommen; wir sind dafiir Herrn Profess:r 
A. Kossel zu besonderem Danke verpflichtet. 
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Uroleucinsaéure aus Alkaptonharn. Diese schmilzt bei 130— 133°, 
yerliert ihr Krystallwasser schon beim Liegen an der Luft, 
hat anscheinend keine besondere Neigung zur Anhydridbildung. 
Sie ist im Gegensatze zur Hydrochinonmilchsiure leicht in 
Ather, aber nur zu 4—5°/o in Wasser loéslich; sie wird durch 
Kisenchlorid voriibergehend griin gefirbt. 

Die beiden Substanzen sind also verschieden, und da an 
der Konstitution der synthetischen Substanz nicht gezweifelt 
werden kann, mufi der Uroleucinsiiure des Harns eine 
andere Formel zukommen, als bisher angenommen 
wurde. Ware die Uroleucinsiure des Harns optisch aktiv, 
so wirde die Verschiedenheit des Schmelzpunktes und des 
Krystallwassergehaltes noch erkliérlich sein. Nun ist aber die 
optische Inaktivitét der Uroleucinsdure ausdriicklich festgestellt 
worden; dazu kommt, daf eine bloB optische Verschiedenheit 
das abweichende Verhalten gegen Eisenchloridl6sung wohl nicht 
hedingen kOnnte. 

Durch den Nachweis, daB die Uroleucinsiure nicht als 
Hydrochinon-a-milchsiiure aufzufassen ist, fillt eine der Stiitzen 
fiir die Vorstellung iiber den Weg der Homogentisinsiiurebildung, 
wie sie von O. Neubauer und Falta?!) entwickelt) worden 
ist: trotzdem scheint es uns, daf die erwiihnte Deutung auf- 
recht erhalten werden kann, da sie noch immer die einfachste 
rklirung der bisher gemachten Beobachtungen bieten diirfte. 
Danach wire also die Hydrochinon-a-milchsiiure auch 
weiterhin als intermediiires Zwischenprodukt zwischen 
aromatischen Aminosiiuren und Homogentisinsiiure aufzufassen; 
die Stellung der Uroleucinsiiure bei den Abbauvorgiingen wird 
solange ungeklart bleiben miissen, bis ihre wirkliche Konsti- 
lution festgestellt sein wird. 


II. Synthese der Homogerntisinséure und anderer Alkaptonsauren 
(2—5-Dioxyphenylsauren). 


Von der Voraussetzung ausgehend, dal die Uroleucin- 
siure, wenn ihr auch nicht die Formel der Hydrochinon-a- 
milchséure zukommt, so doch augenscheinlich in die Gruppe 


', QO. Neubauer und Falta, a. a. O. 
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der 2—5-Dioxyphenylsaduren gehort, haben wir es unternommen, 
noch eine Reihe weiterer solcher Saéuren synthetisch darzu- 
stellen, in der Hoffnung, unter ihnen vielleicht die «Uroleucin- 
siure» zu finden. Diese Erwartung ist allerdings nicht in Er- 
fiillung gegangen; dennoch glauben wir die Darstellung und 
die EKigenschaften der gewonnenen Verbindungen mitteilen zy 
sollen, da die eine oder die andere von ihnen vielleicht doch 
im intermediiéren Stoffwechsel eine Rolle spielt und moéglicher- 
weise auch einmal im Alkaptonharn auftritt; auch kénnten 
durch Verabreichung einiger dieser Substanzen vielleicht neue 
Autschliisse tiber den Abbau der aromatischen Aminosiiuren 
erhalten werden: ferner hat sich im Verlauf dieser Unter- 
suchungen eine neue Synthese der Homogentisinsaure ergeben, 
die viel einfacher und bequemer ist als die von Baumann 
und Frinkel ausgefiihrte, und die zur Darstellung auch groBerer 
Mengen dieser Substanz geeignet erscheint. 

Auch bei diesen Darstellungen hat sich uns die Oxydations- 
methode mit Kaliumpersulfat in alkalischer L6sung ausgezeichnet 
bewiihrt, indem sie es regelmi’big erméglichte, in Phenolsiiuren 
unter Schonung vorhandener Seitenketten') eine neue 
Phenolgruppe in p-Stellung zu der bereits gegebenen einzu- 
fiihren. Diese eigentiimliche Art der Oxydation erinnert un- 
gemein an Oxydationsvorgiinge, wie sie im TierkOrper vielfach 
beobachtet worden sind: wir modchten uns deshalb vorbehalten, 
die Einwirkung des Kaliumpersulfats auf Substanzen des tierischen 
Organismus zu studieren. 


‘) In einem einzigen Falle haben wir gesehen, dafs Kaliumpersulfat 
eine Oxydation auch in der Seitenkette bewirkte: durch zahlreiche felil- 
geschlagene Reduktionsversuche der Hydrochinonbrenztraubensaure (siehe 
oben S. 386) entmutigt, versuchten wir die Hydrochinon-a-milchsaéure durch 
Oxydation von m-Oxyphenyl-a-milchsiiure darzustellen, die wir dure) 
Kondensation von m-Oxybenzaldehyd mit Hippurséure, Spaltung des 
Kondensationsproduktes und nachfolgende Reduktion erhalten hatten. 
Tatsichlich trat auch eine Phenolgruppe in der gewiinschten Stellung in 
den Benzolkern ein, gleichzeitig wurde aber die Alkoholgruppe der Seiten- 
kette zur Ketongruppe oxydiert und wir gelangten in allerdings recht 
geringer Ausbeute wieder zu der uns bereits bekannten Hydrochinonbrenz- 


traubensiiure. 
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Hydrochinonakrylsaure (2,5-Dioxyzimmtsiure). 
HO—/ » 


Fae OH 


On 
CH 
bo.H 

Sie wird aus o-Cumarsiiure ganz analog dargestellt, wie 
der Gentisinaldehyd aus Salicylaldehyd. 

Ein Molekiil o-Cumarsiiure in einer 5°/oigen LOsung von 
5 Molekiilen NaOH gelost, wird mit einer 10°/oigen Persulfat- 
losung (1 Molekiil) versetzt und 24 Stunden stehen gelassen. 

Dann erfolgt in bekannter Weise Ansiiuern bis zur Bliuung 
von Kongopapier, Extraktion der unveriinderten Substanz mit 
Ather, weiterhin Spaltung des noch in Lésung_ befindlichen 
Schwefelséureesters der Hydrochinonakrylsaéure durch Erhitzen 
mit rauchender Salzsiiure und Extraktion der gespaltenen Saure 
mit Ather. 

Ausbeute ca. 25°/o der Theorie. Die bisher unbekannte 
Verbindung schmilzt bei 207° unter Zersetzung. Ihre wasserige 
Losung gibt nur eine undeutlich schmutzig griine Firbung mit 
FeC],. In alkoholischer L6sung ist die Reaktion etwas schoner. 
In der 4/4°/oigen wasserigen Loésung wird durch Bleizucker kein, 
durch Bleiessig ein gelber, im Uberschu8 des Fiillungsmittels 
loslicher Niederschlag erzeugt. Reduktion ammoniakalischer 
Ag-Losung in der Kilte. Aus heiBem Wasser ist die Siure 
krystallisierbar. 

lhr Konstitutionsnachweis war dadurch iiuferst leicht und 
konnte eine Analyse ersparen, da wir sie in ihren Dimethyliither 


CHO—/ 


\_/— OCHs 
| 


CH 
CH 
CO,H 
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iiberfiihren konnten, dessen Eigenschaften bereits bekannt sind. 
Wir stellten ihn dar, indem wir die siedend heife Losung der 
Hydrochinonakrylsiure mit einem UberschuB Dimethylsulfat unter 
Zusatz eines noch grdBeren Uberschusses Natronlauge versetzten 
und zur Vertreibung des Dimethylsulfats noch geraume Zei 
kochten. Nach dem Ansiiuern krystallisierten freiwillig gelbe 
Nadeln des Methylierungsproduktes, die nach einmaligem Um- 
krystallisieren den verlangten Schmelzpunkt, 143°, besaBen und 
sich in Ather mit tiefblaugriiner Fluorescenz lésten. 


Hydrochinonpropionsaure 


HO—7% » 


_— 
wy, OH 


CO,H 

Ihr Anhydrid wird aus o-Hydrocumarsiaure durch Persulfat- 
oxydation ganz analog wie die vorige Verbindung erhalte: 
Schmelzpunkt 163°. Aus siedendem Wasser krystallisierbar 
Reduziert ammoniakalische Ag-L6sung, gibt aber keine Fe(!,- 
Reaktion. In Ather ist das Anhydrid nur schwer ldslich. Wir 
haben dieselbe Verbindung auch durch Reduktion der Hydro- 
chinonakrylsiiure mit Natriumamalgam in der Kiilte erhalten 


Je der Verbrennung gab die Substanz folgende Werte 


0.1932 g Substanz ergaben 0.4651 g CO, == 65,65° 0 C 
und 0.0882 » H,O = 5,07°%o H 
Fiir das Anhydrid der Hydrochinonpropionsiiure CyH,O, berechnet sich 
C = 609,850 
H == 4,882%o 


Die freie Siiure haben wir nicht erhalten; durch Erhitzen 
mit Wasser im zugeschmolzenen Rohre lieB sich das Anhydrd 
nicht aufspalten. 


1) Schnell. Ber. d. Deutseh. chem. Ges., Bd. XVII, S. 1387 


Boe 
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Hydrochinonglyoxylsaure. 
HO—7 


yen 


| 
CO 


(0,8 

Durch Diazotieren der Isatinsiure (dargestellt aus Isatin)') 

lift sich nach Baeyer und Fritsch?) in guter Ausbeute die 
o-Oxyphenylglyoxylsiaure darstellen. 


/™\ JN ee 
—NH | }—NH, —OH 
CO—CO CO CO 
| | 
CO,H CO,H 
Isatin. [satinséure. o-Oxyphenylglyoxylsdure. 


Durch Oxydation mit Persulfat, véllig analog mit der Gen- 
tisinaldehyddarstellung, gelingt ihre Umwandlung in die Hydro- 
chinonglyoxylsdaure. Die rohe Siiure ist noch unrein und mub 
durch Loésung in Natriumbisulfit und Entfernung der Verun- 
reinigungen mittels Atherextraktion gereinigt werden. Durch 
Ansiiuern ihrer Bisulfitverbindung und darauffolgendes Aus- 
‘jithern (Ather bei niederer Temperatur vertreiben!) erhélt- man 
sie als gelbe Krystallmasse. Letztere wird in wenig absolutem 
Ather gelést. dieser bis zur beginnenden Fiillung mit Benzol 
versetzt und dann filtriert. Aus dem Filtrat fallt Ligroin die 
reine Verbindung in schénen gelben Nadeln, die auf Ton bei 
Zimmertemperatur getrocknet werden. Beim Trocknen im Va- 
kuum tiber Paraffin und Schwefelsiiure, beim Erwiirmen auf 
ca. 40°, sowie beim Stehen im Sonnenlicht geht die gelbe (kry- 
stallwasserhaltige?) Verbindung in eine rote Modifikation tiber, 
so daf sie nicht analysenfihig erhalten werden kann. Die rote 
Modifikation wird beim UbergieBen mit sehr wenig Wasser in 

') Fiir die Uberlassung betriichUicher Mengen reinen Isatins danken 
Wir auch an dieser Stelle der Firma Kalle u. Cie. in Biebrich, speziell 
Herrn Direktor Fischer bestens. 

*) Baever u. Fritsch, Ber., Bd. XII, S. 1334. 
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die gelbe zuriickverwandelt; sie ist stark hygroskopisch. Schme|z- 
punkt 141°. Bei der Analyse lieferte sie folgende Werte: 


0.1750 g Substanz gaben 0,3351 g CO, = 52,22°o C 


und 0,03553 » H,O == 3,51°/o H 
Berechnet fiir CJH,O,: C == 52,75°/o 
H = 3,220 


In Wasser, Alkohol und Ather ist sie spielend léslich 
(ebenso die gelbe Modifikation). Mit Natronlauge gibt sie bei 
Luftzutritt Braunfiirbung, ammoniakalische Silberldsung wird 
reduziert. Eisenchloridlésung erzeugt vergiangliche Grinfirbung. 
Mit Bleizucker gibt die '4°/oige L6sung keine Fiillung, mit Blei- 
essig dagegen einen braungelben, im UberschuB des Fiillungs- 
mittels leichtléslichen Niederschlag. UbergieBt man ein Kérn- 
chen der Substanz mit. kiiuflichem (thiophenhaltigem) Benzo! 
und konzentrierter Schwefelsiiure, so bildet sich ein’ blauer 
Farbstoff, der durch Wasser ausgefillt werden kann und sich 
in Kisessig in schon blauer Farbe list. (Phenylglyoxylsaure; 
o-Oxyphenylglyoxylsiiure und Isatin geben eine ahnliche Reak- 
tion |Indopheninreaktion )). 

Durch Natriumamalgam wird die Siiure zu Hydrochinon- 
glykolsiure, durch Jodwasserstoff zu Hydrochinonessigsiiure 
(Homogentisinsiiure) reduziert (s. unten). 

Hydrochinonglykolsiiure (2,5-Dioxymandelsaure) 

a 


OF sii 


| 
CH: OH 
CO,H 
wird durch Reduktion der vorigen Siiure mittels Na-Amalgam 
erhalten. 

1.72 g der vorigen Verbindung in 10 cem Eiswasser ge- 
lost, wurden mit 20 g 2,3°/oigem Natriumamalgam in vollig 
mit Fliissigkeit gefiilltem Stopfenglischen geschiittelt. Das Amal- 
gam ist bald ohne Wasserstoffentwicklung verbraucht. Man 
setzt. geschwinde (um Luftoxydation zu vermeiden!) 2 cem rau- 
chende Salzsiiure hinzu, filtriert vom Quecksilber und schiitte!t 
sehr oft mit Ather aus. Der Ather wird verdampft, der Riick- 
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-tand durch Reiben mit schartkantigem Glasstabe (oder durch 
Animpfen) zur Krystallisation gebracht. 

Ist diese eingetreten, so wischt man die weibe, etwas 
harzige Masse mit Ather und trocknet auf Ton. Ein geeignetes 
Mittel zur vollstiindigen Reinigung durch Krystallisation konnte 
fiir diese Verbindung nicht gefunden werden. Sie lést sich 
leicht in Wasser, Alkohol; schwer aber in Ather. Sie ist in 
Henzol, Ligroin und ahnlichen Losungsmitteln nicht léslich. 
(nter Zersetzung schmilzt sie bei 143°. Eisenchlorid firbt 
die Lésungen der Saure schon reinblau. Die Fiirbung ist sehr 
vergiinglich. Mit einer LOsung von OsO, farbt sie sich sofort 
rotlieh und dann rasch schwarz. Die ! 4°/oige wiisserige L6sung 
cibt mit Bleizucker keinen, mit Bleiessig einen weiben Nieder-. 
schilag, der sich im tiberschiissigen Bleiessig wieder aufl6st. 

Die Siure ist in allen Lésungsmitteln leicht zersetzlich. 
Ihre aitherische und auch ihre wiisserige LOsung fiirben sich 
allméhlich tief rot. 


Hydrochinonsdure (Homogentisinsiiure). 
HO—/ » 


CO,H 

Wird die Hydrochinonglykolséure oder einfacher die Hy- 
drochinonglyoxylsiure mit einem Uberschu’ rauchender Jod- 
wasserstoffsiure ca. 10 Minuten gekocht, so findet intensive 
briunung durch Jodabscheidung innerhalb der Loésung: statt. 
Man fiigt nunmehr bis zum Verschwinden dieser Braunfirbung 
eine Natriumbisulfitlbsung zu und extrahiert 10 mal mit dem 
gleichen Volumen Ather. Nach dem Verdampfen des letzteren 
verbleibt ein Sirup, der wahrscheinlich deshalb keine Krystal- 
‘isationstendenz zeigt, weil er aus einem Gemisch von Homo- 
eentisinsdure und deren Anhydrid bestehen diirfte. Verestert 
ian den Atherriickstand mit Athylalkohol und wenig Schwefel- 
sure, so erhilt man sofort den Athylester der Homogentisin- 
suure vom richtigen Schmelzpunkte 119°. Eine Probe des 
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Fallbarkey 





| Schmelz- | 7 | 
Substanz | Loslichkeit a loigen Licm 
punkt | ae 
| durch Blejos 
| - 
. scamesnre Tac s ital “a 
Gentisinsadure 197——200° Wasser: loshieh Wei 


Ather: leicht lislich Nieders 


_CgH,(OH), — COOH 


Hydrochinonessigsdure ee ae We 
Homogentisinsdure | 147° | Au a 
CoHy(OH), — CH, — COOH a. ty oa 
Hydrochinonpropionsdure — | = 
C,H,(OH), —CH,—CH,—COOH | 
Hydrochinonakrylsaure _ 207° Wasser: in der Kailte' 
Dioxyzimmtsiiure — (unter schwer léslich . 
Nieders 


C,H,(OH), —CH — CH—COOH  Zers.) — in der Warme ldslich 


Hydrochinonglykolsdure 143° Wasser: sehr leicht Weil, 
- Dioxymandelsdure (unter loslich 
C,H,(OH), —CHOH—COOH | Zers.) | Ather: schwer lislich 
Wasser: selir leicht 
Hydrochinon-a-milchsaure 87° (mit ldslich Wi 
C,,H,(OH),-—-CH,—CHOH— COOH 1 Mol. H,0) Ather: ziemlich gut Nied 
léslich 


Wasser: s. leicht lésl. 


Hydrochinonglyoxylsaure 141° Ather:s.leichtléslich Orangey 
CH,(OH), — CO — COOH m Jenzol: schwer lds] Nieder 
Ligroin: unldéslich 
(Sber 229° Wasser: in der Kiilte ' 
Hydrochinonbrenztraubenséiure ere zieml. schwer loésl. tim fy %oi 
C,H, OH), — CH, — CO—COOH 1.d.Warme leicht los. we . 


CTS. — Ather: zieml. |. lis]. 81200": 


Wasser: zu 4—5°%o Weiler, a! 
a loshich violet 
Ather: sehr. l6slich Nieders 


«Uroleucinsiure 130.3 
’ bis 133° 


') Samtliche Bleiessigniederschlige sind im Uberschufi des 
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UKE | 
n | | 
a _Lisung Anhydrid Bemerkungen 
! 
| iu — _—— 
Durch Erhitzen der Séiure tiber ihren | 
Schmelzpunkt; Schmelzp. 191°; in kaltem | . 
Blau Wasser sehr schwer léslich; in Soda- Athylester 
nelich) [Osung léslich mit hellblauer Farbe ; re- Schmelzpunkt 119-120° 
duziert ammon. Ag-Lésung in der Kalte; 
mit Br-Wasser Niederschlag 
_ ! Schmelzpunkt 163°; in kaltem Wasser a a ; 
y = ee i Die freie Saéure nicht 
schw. lésl.; reduziert ammon. Ag-Lésung sali 
in der Kiilte; mit Br-Wasser Triibung on 
-oriin i . Dimethylather 
Bekannter Schmelzpunkt 248—250° Schmelzpunkt 143° 
5 ? iZeri- : so ee -mCnleaY 
4 in in Wasser schwer léslich _ __ fluoresciert | 
mi vas in datherischer Lésung 
chin blau, Mit OsO, erst rétlich, 


dann schwarz 
Entsteht sehr leicht beim Erwirmen der 
freien Siure in mineralsaurer Lésung. 
Schmelzpunkt 155—157°. In Wasser 
schwer léslich. Geschmack bitter 
: Rot (oder gelb) gefirbt. 
j ss 7 Mit thiophenhaltigem 
ep ercangien Benzol u. konzentrierter 
H,S0, Blaufiirbung 


- 


BV iolettrot. Entsteht sehr leicht aus der freien Séiure. Die freie Sdure (ebenso 
Bonn orits Schmelzp.iiber 220°. Ink. W.s.schw.lésl.; das'Anhydrid) losen sich 
j eee: reduziert ammon. Ag-Lésung erst in der in Alkali zunichst mit 

pantech Wiirme mit FeC!,, dauernde Griinfirbung blaugriiner Farbe  ! 
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letzteren zeigte nach Vermischen mit dem Ester eines ays 
Alkaptonharn gewonnenen Homogentisinséurepraparates keine 
Schmelzpunkterniedrigung, so dai an der Identitaét beider nich; 
gezweifelt werden kann. 


Hydrochinonbrenztraubensaure. 


Darstellung und Eigenschaften dieser Siure sind bereits 
oben beschrieben worden (S. 386 und Anm. auf S. 390). 


Damit sind nun — mit Ausnahme der Hydrochinon-3- 
Milchsiure, der ihr entsprechenden Ketonsaure und der Hydro- 
chinonglycidsiiure —- alle 2-)-Dioxyphenylséuren (Alkapton- 


siiuren) mit einer Seitenkette von 1—3 C-Atomen synthetiscli 
dargestellt: keine von ihnen ist identisch mit der Uro- 
leucinsiiure, deren Konstitutionsformel also bis auf weiteres 
unbekannt bleibt. 

Zur besseren Ubersicht fassen wir die Eigenschaften alle: 
nunmehr bekannten Siiuren dieser Gruppe zusammen. 

Gemeinsam ist allen untersuchten Alkaptonsiuren : 

1. Die Dunkelfarbung mit Alkali bei Luftzutritt. 

2. Die Reduktion ammoniakalischer Silberl6sung in de 
Kiilte. 

3. Die Reduktion Fehlingscher Losung. 

4. Die Schwiirzung von OsO,-Loésung. 

5. Mit Bromwasser geben sie (im Gegensatz zu vielen 


anderen Phenolsiiuren) keinen Niederschlag. 

6. Durch Bleizuckerlésung werden sie in verdiinnte! 
(/4°/oiger) Lésung nicht gefiillt. 

Die Kigenschaften der einzelnen hierher gehorigen Su)- 
stanzen sind in der Tabelle zusammengestellt. 








Zur Richtigstellung. 


Von 


Richard Burian. 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1907.) 


Zu meinem Bedauern scheint sich Herr Steudel durch eine in 
meiner Arbeit tber «Pyrimidinderivate aus Purinbasen»') enthaltene 
kritische Bemerkung persOnlich verletzt gefiihlt zu haben. Die Art und 
Weise, in der Herr Steudel diesem Gefiihle Ausdruck gibt,?) wiirde mich 
an einer Erwiderung verhindern, wenn ich mich nicht gendtigt sihe, eine 
sachliche Richtigstellung vorzunehmen. 

Die erwihnte Bemerkung bezieht sich auf Versuchsergebnisse, durch 
die Steudel beweisen wollte, daf{ das Cytosin ein primiires, nicht von 
den Purinbasen abstammendes Spaltungsprodukt der Nucleinsiure set. 
Steudel fiihrte vier Nucleinséiurezersetzungsversuche mit verschiedenen 
Siuren aus und bestimmte in jedem Falle die entstandenen stickstoff- 
halligen Spaltungsprodukte. Was im speziellen die Purinbasenausbeute 
nbelangt, so gibt er bei einem Experimente (HJ-Spaltung) aufer den fiir 
Guanin und Adenin gefundenén auch die fiir Xanthin und Hypoxanthin 


erhaltenen N-Zahlen an, wiihrend er bei zwei anderen Versuchen (Spal- 
ting mit HC] + SnCl, resp. mit 33°%/oiger H,SO,) blof§ die Guanin- und 


Adenin-N-Werte verzeichnet, «weil die Alloxurbasenfraktion sowohl bei 
der Schwefelsiéiure- wie bei der Salzsiurespaltung einer quantitativen 
Hhestiimmung nach Abscheidung von Guanin und Adenin unerwartete 
Hindernisse in den Weg legte». «Aber gréfere Anderungen», so fiigt 
steudel hinzu, «wird die Aufarbeitung dieses Teiles, der tbrigens nicht 
hedeutend war, nicht mehr bringen, sodaf$ man wohl berechtigt 
ist, die entsprechenden Zahlen der drei Versuche miteinander zu ver- 
chen».*) Diesen Vergleich hat Steudel tatséchlich durchgefiihrt und 
ir unter Heranziehung auch des vierten Versuches, in welchem er die 
Vurmbasen durch Anwendung eines besonders eingreifenden Verfahrens 
volstindig zerst6rte: es ergab sich, dafi die Purinbasenausbeute in den 
chiedenen Experimenten stark variierte, die Cytosinmenge dagegen 
allen mehr oder weniger die gleiche war. Da also mit anderen Worten 
ticht blof& in den Versuchen mit sehr weitgehender Purinbasenzersetzung, 
sondern auch in den Experimenten, in denen Steudel eine nur gering- 
se Zerst6rung der Purinbasen erzielt zu haben glaubte, sich reichlich 
‘ytosin fand, so folgerte Steudel, dafi das Cytosin der Nucleinsdure 
ticut von den Purinbasen der letzteren herstammen kénne. 
') Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 438. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 5449. 
) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 404. 
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Ich habe nun bei der kritischen Beleuchtung dieser Untersuchungen 
die von Steudel erhaltenen Purinbasenwerte nicht, wie er es getan 
hatte, untereinander, sondern mit der wirklich in der Nuclejn- 
siiure enthaltenen Purinbasenmenge verglichen und bin dahe) »y 
dem Resultate gelangt, daf auch in denjenigen Versuchen, in denen 
Steudel eine nur wenig umfangliche Zersetzung der Purinbasen her}yo- 
gefiihrt zu haben meinte, de facto eine recht bedeutende Purinbasen- 
zerstorung stattgefunden haben muff. Denn Steudel gewann auc}: in 
diesen Versuchen nicht mehr als ungefahr 40°%/o der tatsachlich vor- 
handenen Purinbasenmenge: dafs aber der von Steudel selbst als quantité 
négligeable behandelte Teil der letzteren, den er nicht zu bestimmen ver- 
mochte, ca, 60°/0 des Gesamtquantums ausgemacht habe, wird man woh! 
nicht annehmen diirfen! Ubrigens ist es nach den in meiner Arbeit iiber 


«Pyrimidinderivate aus Purinbasen» mitgeteilten Ergebnissen ganz sicher, 


dafi beim Kochen von Nucleinséure mit 33 °/oiger Schwefelsiure — also 
bei der Eimwirkung so hochkonzentrierter Saiure auf ein Gemenge yon 
Purinbasen und Kohlehydraten — eine sehr weitgehende Zersetzung (er 


Purinbasen vor sich geht. Ich glaubte mich daher zu dem Schlusse be- 
rechtigt, dafi die erwiihnten Versuche gegen die Herkunft des Cytosins 
aus den Purinbasen nichts beweisen. Denn «diese Méglichkeit wiirde 
nur dann ausgeschlossen erscheinen, wenn sich auch bei vollkommenem 
Erhaltenbleiben oder héchstens ganz geringfiigiger Zerstérung 
der Purinbasen eine nennenswerte Cytosinmenge aus der Nucleinsiiure 
gewinnen liebe». ') 

Dies der tatsiichliche Sachverhalt. Herr Steudel aber behauptet, 
ich hiitte die von ihm in seinen verschiedenen Versuchen gefundenen 
Gesamtpurinbasenmengen untereinander und somit einen Purinbasen- 
N-Wert, der sich aus dem Stickstoff von Guanin, Adenin, Xanthin und 
Hypoxanthin zusammensetzt, «mit der Summe des Stickstoffes von nur 
2 Nucleinbasen (Guanin und Adenin)» verglichen! Ich darf mich wohl 
jeghichen Kommentares hierzu enthalten. 


: Diese Zeitschrift, Ba. LI, Ss. 44. 


Berichtigung 
zu der Abhandlung von F. Breinl und O. Baudisch: 
Seite 168, Zeile 7 und 8 von unten. 


Der Satz: «Es wiire wohl zweckmiibig, jede Bezeichnung 


zu vermeiden» ist zu streichen. 
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Uber die Purinbasen der menschlichen Placenta. 
Von 
T. Kikkoji und Risaburo Iguchi. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1907.) 


Uber die chemische Zusammensetzung der menschlichen 
Placenta ist man verhiltnismabig wenig unterrichtet und die 
-pirlichen Angaben in Betreff der darin enthaltenen Purin- 
basen rihren meistens von Forschern her, die sich mit der 
Frage nach der Art der autolytischen Produkte der Placenta 
beschiiftigt hatten. 

Ascoli!) unterwarf die Placenten der Autolyse und fand 
dabei, daB als Endprodukte Tyrosin, Leuein und Nucleinbasen 
entstanden. Die ‘Trennung der einzelnen Nucleinbasen aber 
hal er nicht vorgenommen. 

Basso?) konnte in einer Arbeit tiber die Autolyse der 
Mlacenta zeigen, dali bei der Digestion der zerhackten Pla- 
conten mit Chloroformwasser bei 40° das latente Hypoxanthin 
in das manifeste tibergeftihrt wurde. Es fehlt hier auch aus- 
‘ilirliche Mitteilung, wie er Hypoxanthin erkannt. hat. 

Angesichts dieser Unsicherheit haben wir fiir niitzlich ge- 
hallen, die Art der Purinbasen, die in der normalen Placenta 
enithalten sind, festzustellen. 

Bei der Beschaffung des Materials hat Herr Prof. Ta- 
kayama, Vorstand der hiesigen Frauenklinik, uns freundliches 
Enigegenkommen gezeigt: dafiir sagen wir ihm unseren besten 
Dank, 

9 frisch ausgestobene Placenten wurden von den Eihauten 
id vom Nabelstrange befreit, mit einer 0,9°/oigen Kochsalz- 


1) Ascoli, Zentralbl. f. Physiol., 1902, Nr. 51, 5. 124 
*) Basso, Archiv f. Gynakol, Bd. LXXVI, 5. 162. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL. 20 
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lOsung ausgewaschen, auf emer Fleischmiihle gemahlen yj 
nach der bekannten Methode!) auf die Purinbasen verarbeit« 
Zur lsolierung der einzelnen Purinbasen zerlegten 
die Silberfallung mit verdtnnter Salzsiiture und filtrierten |) 
Das eingeengte Filtrat gab beim Zusatz von iiberschiissic:) 
Ammoniak einen reichlichen Niederschlag. Dieser Niedersc}, 
wurde durch Autl6sung in verdiinnter Natronlauge und |) 
fillung mit Essigsiiure gereinigt und der Analyse unterwort: 


O2834 ¢ Substanz gaben 04141 ¢ CO, BY8+42 0 C 
und 0.0879 » H,O = 3,47°/o H 


g Substanz gaben 52 eem feuchten Stickstoffs 


i 
her 12°C. und 764m B., entsprechend 46.5% 0 N. 


Berechnet fiir C,H,N.O: Gefunden : 
C = = 39,73°%/o 3984/0 
H 5.31% o 3,47 °/o 
N oe 450? 9 


Die ammoniakalischen Filtrate vom Guanin wurden tac! 
Kntfernung des Ammoniaks mit Salzsiure schwach angesiiuer! 
und mit einer gesittigten Losung von Natriumpikrat: verse! 
es schied sich sofort ein Pikrat in gelben Nadeln aus. |) 
durch Umkrystallisation aus heibem Wasser gereinigte Pikra! 
schmolz unter Zersetzung bet 280° C. und gab folgende 
lvsenwerte. 

O.1677 ¢ Substanz gaben 45,5 cem feuchten Stickstoffs 
ber 12°C. und 758 mm b., entsprechend 30,71° 0 N. 
Berechnet fiir C,H,N, - C,H,N,0,: Gefunden : 

N = 30,82% 30,71 9/0 

Die vom Adeninpikrat abfiltrierte Fliissigkeit wurde 
Salpetersiure und Benzol von Pikrinsdure befreit und mit am- 
moniakalischer Silberlésung gefillt. Die Silberfillung wurde 
mit Salzsiure auf dem Wasserbade digeriert und filtriert, :- 
Filtrat wurde zur Trockene eingedampft und der Riicksta’ 
nachdem er durch mehrmaliges Eindunsten mit Alkohol | 
iiberschiissiger Salzsiiture befreit wurde, mit wenig Wasser iil) 
gossen, liingere Zeit ber 40° digeriert und 24 Stunden ste! 


') Hoppe-Seylers Handbuch d. physiolog.u. pathol.-chem, Analy 


~ mms 


7. Aufl. 1903. S. 373 
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velassen. Die dabei ausgeschiedene Masse gab schOne Nanthin- 
probe und Weidelsche Reaktion. 
0.1622 ¢ Substanz gaben 50,5 cem feuchten Stickstoffs 
ber 15° C. und 765,4 mm B., entsprechend 36,74°/0 N, 
Berechnet fiir CJH,N,O,: Gefunden : 
N 36,909 36,74% 0 
Aus dem Filtrat vom Nanthin schieden sich nach dem 
Zusatz von einer konzentrierten, wiisserigen Pikrinsiiurelosung 
{1 liingerem Stehen schwere tafelformige Krystalle aus, die 
durch Behandeln mit Silbernitrat in das Silberpikrat tibergeftihrt 


wurden. 


0.2932 g Substanz gaben 0,0661 g Ag == 22.54" 0 Ag 
Berechnet fiir C,H,AgN,O - C,H,N,O; : Grefunden: 
Ag 22 ,90°/o 22,54° 


Wie aus den geschilderten Versuchsergebnissen 
ersichtlich ist, haben wir mit Sicherheit in der mensch- 
ichen Placenta nachgewiesen: Guanin, Adenin, Nan- 

in und Hypoxanthin. 

Die Untersuchung iiber die Zusammensetzung und die 
Spaltungsprodukte der Nuclemsiiure aus der Placenta hat der 

‘von uns (Kikkoji) bereits begonnen und hofft bald einiges 
dariiber mitteilen zu konnen. 
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Zum Nachweis des Rohrzuckers in Pflanzensamen. 


Von 





E. Schulze. 


Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zirich, 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Juni 1907.) 


Zu den Objekten, aus denen von mir und meinen Mit- 
arbeitern Rohrzucker dargestellt worden ist,!) gehért auc! 
eine ansehniiche Zahl von Pflanzensamen. Der Zucker wurde 
aus den bei Behandlung der feinzerriebenen Samen mit kochendem 
GQ)—4?29 oigem Alkohol erhaltenen Extrakten als Strontianyer- 
bindung zur Abscheidung gebracht. Die Strontianniederschtiive. 
in denen neben Rohrzucker fast immer noch andere Kohley 
hydrate enthalten waren, wurden mittels Kohlensiure zerleg', 
die vom Strontiancarbonat abfiltrierten Losungen eingedunstct, 
die siruposen Verdampfungsriickstande mit kochendem 95° oigerm 
Alkohol behandelt. Die in dieser Weise erhaltenen L6sunge: 
lieferten, wenn sie unter einer Glasglocke iiber konzentrier!e) 
Schwefelsiiure der langsamen Verdunstung tiberlassen wurde 
zuweilen binnen kurzer Zeit Rohrzuckerkrystalle, zuweilen a! 
mubten ste, damit dieses Ziel erreicht werden konnte, zy: 
noch emer Remigung unterworfen werden. Zu diesem Zweck 
wurde die Losung eingedunstet, der Verdampfungsriickstiand 
wieder milf kochendem 95°/oigem Alkohol behandelt, die vor 
Ungelosten getrennte Fltissigkeit eventuell noch einmal in der 
sleichen Weise behandelt. 


' Ich verweise auf die Abhandlung von E. Schulze und 8. Fra: 
furt, «Uber die Verbreitung des Rohrzuckers in den Pflanzen, iiber si 
physiologische Rolle und iiber losliche Kohlenhydrate, die ihn begleite: 
die in dieser Zeitschrift, Bd. XX. S. 511—555 zur Publikation § gela 
20 


ist. sowie auf meine unter dem gleichen Titel in Bd. XXVII. S. 267 


verOffenthchte Abhandlung. 








. ’ : , K 
Zum Nachweis des Rohrzuckers in Pflanzensamen. tOD 


Die Schwierigkeiten, die in manchen Fiillen bei Isolierung 
des Rohrzuckers zu tiberwinden waren,!) beruhten fast immer 
darauf, daB in die Strontianniederschlage neben Rohrzucker 
noch andere Kohlenhydrate eingegangen waren. Diese Kohlen- 
hydrate waren fast ohne Ausnahme in kochendem Alkohol 
cchwerer loslich als der Rohrzucker; in die zur Darstellung 
dieser Zuckerart von uns verwendeten Extrakte gingen sie aber 
i betrdichtheher Quantitiit ein, weil wir die zerkleinerten Samen 
behufs Extraktion des Rohrzuckers mit 9O—92°oigem Alkohol 
behandelten. Wir hielten es im Hinblick auf die Schwerléslichkeit 
des Rohrzuckers in 95°/oigem Alkohol fiir angezeigt, etwas 
schwiicheren Alkohol fiir die Extraktion zu verwenden; auch 
wares Ja ein Zweck unserer Untersuchungen, Aufsehlub tiber 
die neben Rohrzucker in den Samen enthaltenen Kohlenhydrate 

cewinnen. Will man aber die Samen nur auf das Vor- 
hindensein von Rohrzucker untersuchen, so ist es zweckmiibiger, 
starken Alkohol als LOsungsmittel fiir den Zucker anzuwenden 
und die Extraktion bei einer Temperatur von ungefahr 50° 
yvorzunehmen. Aus den so dargestellten Extrakten kann man 
wenlgstens in vielen Fillen den Rohrzucker auch ohne Anwen- 
dung des Strontianverfahrens, also mit geringerer Mihe isolieren. 

Eine zu dieser Schlubfolgerung fiihrende Beobachtung 
machte ich zuerst bei Untersuchung des Samens von Pinus 
Combra (Arve oder Zirbelkiefer). Die von den Schalen befreiten, 
mittels Ather entfetteten und sehr fein zerriebenen Samen wurden 
bel 50—60" mit absolutem Alkohol behandelt, der Extrakt bet 
der gleichen Temperatur langsam eingedunstet. Als der Ver- 
diumpfungsriickstand zur Entfernung des Lecithins mit Ather 
vehandelt wurde, verblieb eine teils sirupése, teils krystallinische 
Masse. Die Krystalle wurden auf eine Tonplatte gebracht, 
spiter aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert; sie erwiesen 
sich als Rohrzucker. Auch der sirupformige Teil des Riick- 
stundes lieferte Rohrzucker, als er mit kochendem 95 °/oigem 
A\lkohol behandelt, die dabei entstandene LoOsung sodann der 
langsammen Verdunstung iiberlassen wurde. Das gleiche Re- 


') In der zweiten der oben zitierten Abhandlungen habe ich dariber 


ere Angaben gemacht 
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sultat erhielten wir auch, als wir die entschalten und ent- 
fetteten Arvensamen mit 95°%/o1igem Alkohol bei S50—60° ©. 
extrahierten und den Auszug in der gleichen Weise behandelter: 
wuch in diesem Falle verbheb nach Entfernung des Lecithins 
ein Riickstand, aus welchem leicht Rohrzucker in Krystallen 
gewonnen werden konnte. Die in diesen Versuchen erhaltenen 
Krystalle waren hart und von stark siibem Geschmack; ihre 
wiisserige Losung reduzierte die Fehlingsche Fltissigkeit ers! 
nach dem Erhitzen mit Salzsiture oder nach der Behandlung 
mit Invertase. Beim Erhitzen mit Resorcin und Salzsiiure gahen 
die Krvystalle eine rote Losung. Die Untersuchung der Kry 
stalle im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat gab fol- 
gendes Resultat: 

kine wiisserige LoOsung, die in 20 cem 1,008 ¢@ Substinz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 18° C. 19.68 nach rechits: 
demnach ist [a)? = +- 66,9°. 

Fiir reinen Rohrzucker ist bekanntlich [a)? = -!- 66.5 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, dab die von uns dir- 
gestellte Zuckerart Rohrzueker war. Ich bemerke dazu, dis 
das Vorhandensein von Rohrzucker in den Samen von Pinus 
Cembra friher schon von N. Rongger und mir!) nachgewiesen 
worden ist. 

Was die Ausbeute betrifft, so betrug dieselbe ungeliilir 
2 ¢ Zucker aus 500 ¢ entsehiilten Samen (der Zucker wurde 
erst nach dem Umkrystallisieren gewogen). 

Das gleiche Extraktionsverfahren haben wir noch aul 
einige andere Samenarten angewendet. Ich teile zuniichst die 
Resullate mit, die em mit Haselniissen (Samen von Coryius 
avellana) angesteliter Versuch lieferte. Die von den harten 
braunen Schalen befreiten Niisse wurden zerstoben und zur 
Entfernung des Fettes mit Ather behandelt, dann sehr fein 
zerrieben, nochmals mit Ather behandelt und hierauf bei einer 
Temperatur von 50—60° C. mit 95°/oigem Alkohol extrahicr!. 
Der filtrierte Auszug wurde bei der gleichen Temperatur langsain 
eingedunstet, der Verdampfungsriickstand durch Behandlung 
mit Ather und mit Wasser in Lésung gebracht, dann in einen 


') Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. LI, S. 189—204. 
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~-heidetrichter tbergefiihrt. Nachdem die iitherische und die 
wisserige Schicht sich vonemnander geschieden hatten, wurde 
letztere aus dem Trichter abgelassen, mit) barytwasser 
itralisiert und in gelinder Wiirme eingedunstet. Den Ver- 
mmplungsriickstand behandelten wir mit kochendem 95°/0igem 
\ikohol. Die nach dem Erkalten vom UngelOsten aubgegossene 
Fifissigkeit lieferte, als sie unter einer Glasglocke tiber kon- 
cutrierter Schwefelsiure der langsamen Verdunstung tiber- 
-sen wurde, bald Zuckerkrystalle, die sodann aus verdiinntem 


_ 


\ikohol umkrystallisiert wurden. Es waren harte, stark sib 
jmeckende Krystalle, die im Verhalten gegen Lesorcin und 
Saizsiiure, sowie gegen EFehlingsche Loésung und gegen In- 


ase mit) Rohrzucker tbereinstimmten. Die Untersuchung 


ort 
¥ \ A 


Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat gab folgendes 
Resultat: 4) 

Kine wisserige Losung, die in 20 com 1,00 g Substanz 
euthielt, drehte bei 17° C. im 200 mm-Rohr 19,2° nach rechts: 
demnach ist {a|/? = + 66,0°. 

Diese Versuchsergebnisse beweisen, dali das in der be- 
<chriecbenen Weise von uns gewonnene Produkt Rohzucker war. 

Das im vorigen beschriebene Verfahren wurde ferner noch 
aul zwel Substanzen angewendet, in denen frtiher schon so- 
wohl von anderen, wie von uns (loc. eit.) Rohrzucker nachge- 
wiesen worden ist, nimlich auf die Samen der Sojabohne (Soja 
hispida) und auf die als Abfall des Miillereiprozesses erhaltlichen 
Weizenkeime (Embryonen des Weizens mit anhangenden Stiick- 
chen des Endosperms). Diese Materialien wurden, nachdem 
sie mit Hilfe von Ather entfettet und sehr fein zerrieben worden 
waren, zuerst bei einer Temperatur von ca. 50° mit absolutem 
Alkohol, dann bei der gleichen Temperatur mit 95°/oigem Al- 
Kohol extrahiert, die filtrierten Extrakte bei der gleichen Tem- 
peratur eingedunstet. Die Verdampfungsriicksténde wurden mit 
Hilfe von Ather und von Wasser in Lésung gebracht. Nach- 

in die wisserigen LOsungen mit Hilfe eines Scheidetrichters 

‘) Die Bestimmungen wurden unter Mitwirkung von EK. Winter- 

ein und Ch, Godet ausgefiihrt. Die Grade unseres Apparates sind 
Umwandlung in Grade der Kreisteilung mit 0.344 zu multiplizieren. 
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von den iitherischen Schichten getrennt und mit Barytwasser 
neutralisiert worden waren, wurden sie eingedunstet, die Ver- 
dampfungsriickstiinde sodann mit kochendem 95 °/oigem Alkol 
behandelt. Die in dieser Weise erhaltenen weingeistigen  [.(- 
sungen lieferten beim langsamen Verdunsten unter einer Giis- 
glocke tiber konzentrierter Schwefelséure Krystalle, die aus 
verdiinntem Weingeist umkrystallisiert wurden. Sie besalien 
nun das Aussehen der in gleicher Weise aus anderem Materia! 
dargestellten Rohrzuckerkrystalle,') waren hart und von stark 
siifem Geschmack und zeigten gegen Resorcin und Salzsiiure. 
sowie gegen Fehlingsche Losung und Invertase das Verhalten 
des Rohrzuckers. Den Zucker auch noch durch die Unter- 
suchung im Polarisationsapparat zu identifizieren, konnte fii 
unnotig erklirt werden, da das Vorhandensein von Rohrzucke: 
in den Sojabohnen und in den Weizenkeimen frither | scho: 
mit Sicherheit nachgewiesen worden ist. Es sei noch erwiilint, 
dali die bei Untersuchung der Sojabohnen gewonnenen beider, 
Extrakte, von denen der eine mit absolutem Alkohol, der zweit: 
mit 95° oigem Alkohol dargestellt worden war, getrennt yer- 
arbeitet wurden und dab beide Rohrzucker lieferten. Vo 
den entfetteten Weizenkeimen wurden nur 160 g, von de 
Sojabohnen ein bedeutend gréberes Quantum fiir den Versuc 
verwendet: auch das im ersteren Falle zur Anwendung gelang!: 
relativ kleine Quantum gentigte zur Isolierung von Rohrzucke: 
Fiir einen fiinften Versuch verwendete ich endlich 
Samen der Rottanne (Picea excelsa), die nach den friiher vo 
uns vemachten Versuchen gleichfalls Rohrzucker enthalte: 
jedoch nicht in grober Quantitiit. Ungefiihr 1 kg dieser Sam: 
wurde entfettet, dann bei einer Temperatur von ca, 50° zuer- 
mit absolutem Alkohol, dann mit 95°/oigem Alkohol behande 
Die Extrakte wurden ebenso verarbeitet wie diejeniges 
welche aus den vorher genannten Materialien erhalten wurde! 
Auch in diesem Falle erhielt ich Krystalle, die nach ihrem Au-- 


', Zu bemerken ist, daf§ der aus den Weizenkeimen dargeste 
Rohrzucker infolge einer geringen Beimengung von Raffinose zuwe 


Krystalle von spiefiger Form lhefert. 
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shen und ihrem Verhalten ftir Rohrzucker erklirt werden 
konnten. 

Der Rohrzucker liely sich aus den zuletzt genannten dre! 
Q}jekten, insbesondere aber aus den Rottannensamen, auf dem 
im vorigen beschriebenen Wege nicht ganz so leicht isolieren, 
wie aus den Arvensamen und aus den Haselniissen: die zum 
Verdunsten tiber konzentrierte Schwefelsiinre unter eine Glas- 
clocke gestellten weingeistigen LOsungen lieferten langsamer 
krystallinische Ausscheidungen und die Krystalle waren anfangs 
durch sirup6se Substanz verunreinigt, konnten aber davon durch 
Aufstreichen auf eine Tonplatte und darauf folgendes Umkry- 
-tullisieren aus verdiinntem Weingeist befreit werden. Diese 
hrscheinnng hatte ohne Zweifel ihren Grund darin, da bet 
ik vtraktion der fein zerriebenen Samen mit Alkohol bei 50—60 ° 
neben Rohrzucker auch von den diese Zuckerart begleitenden 
\ollenhydraten ein Teil in Losung gegangen war. Bestimmt 
nachgewlesen wurde dies ber den Hottannensamen. Als die 
im Scheidetrichter von der iitherischen Schicht getrennte zucker- 
vullige LOsung eingedunstet, der Verdampfungsriickstand zur Ex- 
traktion des Zuckers mit 95°/oigem Alkohol erhitzt wurde, 
Hiieb ein Riickstand, der beim Erhitzen mit verdiinnter Sal- 
petersiiure vom spezifischen Gewicht 1,15 Schleimsiéure lie- 
ferte. (Diese Siiure sehmolz, nachdem sie durch AuflOsen in 
verdiinnter Natronlauge und Wiederausfallen durch Salpetersiaiure 
gereinigt worden war, bei 213°.) Jener Riickstand enthielt 
uso ohne Zweifel etwas von dem Kohlenhydrat, welches nach 
len von N. Rongger und mir!) gemachten Beobachtungen in 
den Rottannensamen neben Rohrzucker sich findet. 

Die Wahrnehmung, dal} trotz der Schwerloslichkeit des 
hohrzuckers in Alkohol diese Zuckerart schon bei Behandlung 
der zerriebenen Samen mit absolutem Alkohol bei einer Tem- 
eratur. von Dd0—60° wenn auch nicht vollstiindig, so doch 
zum groben Teil in LOsung geht, wiirde noch mehr iiberraschen, 
wenn nicht von friiher her schon bekannt wiire, dab die Los- 
ichkeit mancher Pflanzenbestandteile in Alkohol durch die Gegen- 


') Landwirtschaft]. Versuchsstationen, Bd. Ll, S. 898—116. 
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wart anderer Stolfe stark erhoOht wird. Ein Beispiel datfiir 
bieten die in den Pflanzen vorkommenden Aminosiiuren (Amino- 
valeriansaure, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin usw.), die in rein: 
Zustande sich in Alkohol sehr wenig lOsen, aber aus den. ce- 
trockneten fein zerriebenen Pflanzen durch kochenden Weingeist 
extrahiert werden konnen. Dab auch die Aufl6sung von Kohley- 
hydraten in Alkohol durch das Vorhandensein anderer Suj- 
stanzen bef6rdert wird, darf aus den von mir mitgetetlter 
beobachtungen geschlossen werden. Bet Anwendung von. ah- 
solutem Alkohol als Extraktionsmittel wurde selbstverstiind|ich 
die Auflésung von lNohlenhydraten dadurch etwas begtinstigt, dal 
die entfetteten Pilanzensamen nicht inder Wirme getrocknet wor- 
den waren und also etwas hvgroskopische Feuchtigkeit enthielten, 
Das im vorigen besehricbene Verfahren zur Darstellung 
von Rohrzucker aus Pflanzensamen ist nicht geeignet, das yon 
uns friiher benutzte Strontianverfahren in allen Fallen zu cr- 
setzen: das letztere Verfahren wird in der Regel den Vorzig 
verdienen, falls es sich um Samen von geringem Rohrzucker- 
vehall handelt (den Beweis dafiir scheinen aueh die bei Unter- 
suchune der Rottannensamen gemachten Beobaehtungen zu 
liefern), Aus den jetzt gesammelten Erfahrungen wird) min 
aber eine Schlubfolgerung auf die Art und Weise machen konnen, 
in der man bei Anwendung des Strontianverfahrens die Extrakte 
darzustellen hat. Wir haben die zerriebenen Pflanzensamen 
friiher mit siedendem 92 °/oigem Weingeist behandelt, weil wir 
glaubten, dab bet Anwendung von stiirkerem Weingeist ein |e! 
des in den Samen vorhandenen Rohrzuckers ungeldst bleiben 
konne. Jetzt hat sich aber gezeigt, dab durch 95°%/oigen <Al- 
kohol, ja sogar durch absoluten Alkohol, schon bei einer Ter- 
peratur von d0—60" Rohrzucker aus den zerkleinerten Samen 
ausgezogen wird. Da nun aber ohne Zweifel durch starken A|- 
kohol bet der angegebenen Temperatur von den neben Rolir- 
zucker vorhandenen Kohlenhydraten in der Regel nur wen: 
gelost wird, so ist ein in dieser Weise dargestellter Extrak! 
fiir die Isolierung des Rohrzuckers nach dem Strontianverfahren 


geeigneter, als ein mit Hilfe von siedendem 92°/oigem Alkolo! 
dargestellter Auszug, in den diese Kohlenhydrate in grOfercr 
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r Quantitiit eingegangen sind; denn die Darstellung von Rohr- 
- yorker aus dem Strontianniederschlag gelingt um so leichter, 
veringer die neben Rohrzucker in diesem Niederschlage sich 
rindende Kohlenhydratmenge ist. 

Ob man durch Behandlung der entfetteten und fein zer- 
. : vebenen Samen mit absolutem oder 95°/oigem Alkohol bei 
. | yo 60° C. den in den Samen vorhandenen Rohrzucker voll- 
n : -iindig extrahieren kann, ist eine nicht leicht zu beantwor- 
- monde Frage. Die Samen enthalten in der Regel neben Rohr- 
h | zucker noch andere invertierbare Kohlenhydrate, die meistens 
0 » Alkohol schwerer lOslich sind, als die genannte Zuckerart;: 
- es ist daher in der Regel nicht leicht zu entscheiden, ob der 
Behandlung der Samen mit Alkohol verbliebene Riickstand 

: | ganz {rel von Rohrzucker ist oder nieht. 








Uber verschiedenartige Hemmung der tryptischen Verdauung. 
Von 
S. G. Hedin. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1907. 


Die Wirkung der Antikorper wird wohl jetzt allgemein 
in der Weise erklirt, dab der Antikérper sich mit dem = eut- 
sprechenden Toxin resp. Enzym in irgend einer Weise verbindet, 
Wie ich in friheren Arbeiten gezeigt habe, kann die sehr starke 
antitryplische Wirksamkeit, die durch natives Serumalbumin 
ausgelibt wird, auch so gedeutet werden, dal} das Serumalbumin 
oder irgend eine ihm anhaftende Substanz das Trypsin aufnimm|.' 
Anderseits wird es nunmehr allgemein angenommen, dal die- 
jenigen Substanzen, auf welche die Enzyme einwirken (die Sub- 
strate) sich zunachst mit den Enzymen verbinden, ftir welche 
Ansicht ich eine neue Stiitze gesehaffen habe, indem ich nach- 
weisen konnte, dali durch Kohle adsorbiertes Trypsin sich durch 
Casein, aber nicht durch Wasser zum Teil ausziehen [iibt.° 

Wenn also Serumalbumin, Casein und Trypsin vermiscli! 
werden, miissen der tryptische Antikérper im Serumalbumin 
und das Casein das Trypsin unter sich in irgend welcher Weise 
verteilen. Da das Serumalbumin  praktisch unverdaulich 1st, 
riihrt die ganze Verdauung, die in der Mischung. stattfindet, 
von der Verdauung des Casein-Trypsins her. Schon aus meine! 
bereits publizierten Versuchen geht hervor, dab die Reihen- 
folge, in welcher die drei Substanzen vermischt werden, einer 
sehr groben Einflub auf die Verteilung des Trypsins ausiil! 
Die geringste Verdauung wird erhalten d. h. die grobte Menge 


') Diese Zeitschrift. Bd. L, S. 497 (1907), 
?) Bio-Chemical Journ., Bd. Il, S. 81 (1907). 
*) Journ. of Physiol., Bd. XXXII, S. 390 (1905). 
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Trypsin wird am Antikorper gebunden, wenn die Reihenfolge des 
\ischens AntikOrper — Trypsin — Casein ist, und zwar wird bis 
zu einer gewissen Grenze desto mehr Trypsin neutralisiert, je 
dinger und bei je hOherer Temperatur die AntikOérper-Trypsin- 
mischung aufbewahrt wird, bevor das Casein zugegeben wird. 
Hie stiirkste Verdauung wird erhalten oder die geringste Menge 
{rypsin wird vom Antikorper aufgenommen, wenn die Reihen- 
folge Casein — Trypsin — Antikérper innegehalten wird, und zwar 
ist es fiir die Verteilung des Trypsins gleichgiiltig, ob das 
Casein-Trypsingemisch vor dem Zugeben des AntikOrpers einige 
Zeit aufbewahrt wird oder nicht. Wenn das Casein-Trypsin- 
gemisch vor dem Zusatz des Antik6rpers aufbewahrt wird, mub 
edoch die gebrauchte Trypsinmenge so gering sein, dal vor 
dem Zugeben des AntikOrpers keine merkbare Verdauune statt- 
let. 
Aus der eben erwiihnten Arbeit zitiere ich die Ergebnisse 
wer der Versuehe, die sich auf den Einflub} der Reihenfolge 
es Mischens beziehen. In allen diesen Versuchen wurden ge- 
ee Mengen von Antikorper angewandt. Die angefiihrten Zahlen 
cehen die Verdauungstiihigkeit des Endgemisches. d. h. die mit 
un) Casein verbundene Trvpsinmenge in unten des niiheren zu 
erkiiirender Weise an. Die Bedeutung der drei Kolumnen wird 
ohne weiteres klar. Das Mischen geschah in angegebener Reihen- 
ve bei Zimmertemperatur. In den Versuchen, deren Ergebnisse 
ch in der dritten Kolumne wiedertinden, wurde das Antikérper- 
trvpsingemisch so lange vor dem Zugeben des Caseins— bet 
/iinumertemperatur aufbewahrt, als noch eine Abnalhime des wirk- 
sumen Trypsins stattfand, doh. bis der Antik6rper seine maximale 


Wirkung erreicht hatte, was 2—38 Stunden in Anspruch nahm. 


e Antikérper  Casein-Trypsin-Antikorper — Antikérper-Trypsin-Casein 


z 12.1 LO.95 ERD 
25,0 D28 79 
16.6 y a 37 
15.65 1? Q 


Es liegt auf der Hand, dafi das Trypsin sich zuniichst 
der Substanz (Casein oder Antikérper) verbinden muf, mit 
her es zuniichst vermischt wird: bet dem nachtriiglichen 
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Zugeben von der anderen Substanz mag diese etwas von dep 
schon gebundenen Trypsin zu sich nehmen. Wenn also die 
Verbindungen AntikOrper-Trypsin und Casein-Trypsin vol ig 
und leicht reversibel wiiren, miibte sich derselbe Endzustand 
sogleich einstellen, gleichgiiltig, in welcher Reihenfolge die Su)- 
stanzen vermischt werden. Diesen Versuchen nach ist) das 
nicht der Fall. Die erhaltenen Ziffern deuten darauf hin, du 
der Antikorper das Trypsin an sich befestigt oder jedentalls 
derart auf das Trypsin einwirkt, dab es vom Casein entwede, 
gar nicht oder nur in beschriinktem Grade aufgenommen werden 
kann, d. h. die Verbindung Antikérper-Trypsin ist) entwece 
irreversibel oder nur sehr schwer reversibel. Dagegen felil! 
es an jeder Veranlassung, anzunehmen, dali die Verbindung 
Casein-Trypsin irreversibel sei, da das Casein dem Antikorpe: 
dieselbe Menge Trypsin abgibt, gleichgiiltig, ob es vor dem 
Zugeben des Antikorpers einige Zeit auf das Trypsin einve- 
wirkt hat oder nicht. 

Die in oben angegebener Weise hervortretenden antitry)- 
lischen Eigenschaften des Serumalbumins gehen beim Behande!s 
desselben mit O,2° oiger Essigsiiure wiihrend & Stunden he 


37° verloren, wie ich schon vorher habe zeigen konnen. ! 


Neue Versuche mit Serumalbumin. 

Das als Antikérper benutzte Serumalbumin wurde aus 
Rindsserum in der Weise bereitet, daB zuniichst die Globulin 
durch Halbsiittigung mit Am,SO, entfernt wurden, woraul u- 
Serumalbumin durch Siittigung mit demselben Salz ausget: 
und das Salz wegdialysiert wurde. Die so erhaltene Losing 
nahm etwa dasselbe Volumen ein wie das in Arbeit genommene 
Serum, Das Trypsin wurde durch Autolyse von Rindspankre:s 
mit Wasser (1—2 Tage bei 37°), Filtrieren. Verdauung (c- 
Kiltrates (2—3 Tage) und vollstiindiges Entfernen der Verdauungs- 
produkte durch Dialyse erhalten. Die dialysierte Losung ze 
keine Spur von Biuretreaktion und gab mit Gerbsiiure nur eu 
sehr geringen Niederschlag. Die gebrauchte Caseinlosung 


hielt etwa 2.5% o Casein in 0.25° oiger Na,CO,-Losung. 
2 3 - 


') Bio-Chemical Journ., Bd. I, 5S. 479 (1906). 
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Die verschiedenen Proben desselben Versuches enthielten 
die gleiche Fliissigkeitsmenge und wurden dieselbe Zeit 
| 2 Tage) bei 37° verdaut. Als Antiseptikum wurde Toluol 


id »joewandt. Nach beendeter Verdauung wurde mit einem Uber- 
. haf von Gerbsiiure gefaillt und nach 12 Stunden der Stickstoll 
: sleichen Volumina der Filtrate bestimmt. Die zugesetzte Gerb- 

| Sjuvemenge war fur alle zu vergleichenden Proben dieselbe. 

Is hiliung mit Gerbsiure ist schon vorher von Weis fur die Unter- 
| sychung proteolytischer Verdauung benutzt worden.?) Casein 
n : hiclet als Substrat den Vorteil, einmal, dal es sehr leicht ver- 

Ry | duidich ist, und zweitens dai, wenn eine gentigende Menge ge- 

| braucht wird, die Stickstoffmenge des Gerbsiiuretiltrates der 

\0 ! vehrauchten Trypsinmenge annihernd proportional ist.2) Die ge- 

ey eehenen Analvysenzahlen sind die Anzahl Kubikzentimeter !/10-n- 

” Sire. die dem erhaltenen Ammoniak entsprechen (nach Abzug 

in einem Kontrollversuche ohne Trypsin erhaltenen Menge). 
Die Resultate sind sehr genau. Es kommt sehr selten vor, dab 
= | Parallelversuche um mehr als 0.2 cem ausemander gehen. 

. | Zuniichst wurde ein Versuch ausgefiihrt, in welchem der 

Kintlub der Rethenfolze des Mischens sowie der der Behand- 
des AntikOrpers mit Essigsiure noch eimmal dargelegt 

rden. 
Versuch 1. Die Zusammensetzung der Proben und die 

S | bLrvebnisse der Verdauung werden unten angegeben. Bei der 

Dereitung der Probe 2 wurde das Trypsin und der Antikorper 
: mischt und eine Stunde bei Zimmertemperatur autbewahrt, 

vor dem Zugeben des Caseins. In der Probe 3 wurde das 

18 : lyypsin und das Casein gemischt vor dem Zusatz des Anti- 

ai korpers. In der Probe 4 wurde Serumalbumin benutzt, das 


cl Behandlung mit 0.2° oiger Essigsiiture wahrend 20 Stunden 
bei 37° und Weedialysieren der Siaiure erhalten worden war. 
Hus Trypsin uud das so behandelte Serumalbumin wurden vor 
| Zugeben des Caseins eine Stunde vermischt aufbewahrt. 


i Ziffern, welche die Mengen der Bestandteile der Gemische 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 79 (1900). 


‘) Hedin, Observations on the action of trypsin, Journ. of Physiol., 


XXXIH, S. 479 (1905 
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angeben, bedeuten in diesem sowie in allen Versuchen Kubjk- 
zentimeter. 
25 com GerbsiurelOsung wurden zugesetzt und 70 cem 


— 


Filtrat fiir die Stickstoffbestimmung genommen. 


1. 15 Trypsin +- 50 Casein +. 05 H,O 34.5 
2. 15 - QO Antikorper + 50 Casein 1.1 
3. 15 +. 50 Casein +- OO} Antikorper 23,3 
ae eb : +- 0.6 Serumalbumin -}- 50 Casein 54,2 


Der Einfluj} der Rethenfolge des Mischens fiel also wie 
oben angegeben aus (Proben 2 und 3), und da die Verdauiunyg 
praktisch dieselbe war in den Proben 1 und 4, so hat das mit 
Essigsiiure behandelte Serumalbumin in diesem Falle keine 
hemmende Einwirkung auf die Verdauung ausgetibt, wiihrend 
dieselbe Menge des nicht mit Essigsaure behandelten Serum- 
albumins (Probe 2) eine sehr ausgesprochene Hemmung aufweis! 

Wenn aber grébere Mengen zugesetzt werden, zeigt auch 
das mit Essigsiure behandelte Serumalbumin eine deutliche 
Hemmung, wie aus den folgenden zwet Versuchen hervorge|)! 

Versuch 2. In den Proben 2 und 4 wurde das Trypsin 
und Serumalbumin vor dem Zusatz des Caseins eine Stu 
vermischt aufbewahrt, in den Proben 3 und 5 wurde das Tryp- 
sin zuniichst mit dem Casein vermischt und dann das Seru 


albumin zugegeben. 


l. 10 Trypsin dO Casein -- 20 H,O 363 
2. 10 +- 10 Albumin -++- 50 Casein -+ 10 H,O- 28.1 
3. 10 + 50 Casein -+ LO Albumin -+- 100» 282 
i 10 ‘~ 20 Albumin -+- 50 Casein 22.8 
» 10 > 50 Casein -+- 20 Albumin 22,9 


Versuch 3. Das Mischen geschah wie in Versuch ? 


angegebener Reihenfolge. 
a an m 


1. © Trypsin 25 Casein -+ 25 H,O 17,1 
2. 5 ~ 25 Albumin -+- 25 Casein 4,3 
3. 5 -+- 24 Casein ( 25 Albumin = 4,55 
OD 25 Albumin 250 H,O 0.5 


Die hemmende Wirkung yon groéberen Mengen des 
Essigsiiure behandelten Serumalbumins ist nicht zu verkenn 
Zugleich zeigen beide Versuche, dal die Reihenfolge des Misch: 














heotrachtungsweise (3 
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ne jeden Einflufs auf die hemmende Wirkung des Albumins 
Dies bedeutet, wenn wir die oben dargelegte theoretische 
. £13—414) auf diesen Fall anwenden, dab 
init Essigsiiture behandelte Serumalbumin wohl imstande ist, 

mit dem Trypsin zu verbinden und in der Weise das 
sin von dem Casein abzulenken, dab aber die Verbindung 
unin-Trypsin ebenso wie die Verbindung Casein-Trypsin 
it reversibel ist. Die in Versuch 3 angewandten Cuasein- 

SerumalbuminlOsungen enthielten in demselben Volumen 
colbe Stickstoffmenge (oder Eiweibmenge) und die Proben 
id 4 zeigen deshalb, dafi das Serumalbumin auch nach 
mndlung mit Essigsiiure im Vergleich mit dem Casein sehr 
ver verdaulich ist. 

Daf das mit Essigsiure behandelte Serumalbumin trotz 
ner geringen Verdaulichkeit’ Trypsin aufnimmi, geht schon 
der hemmenden Wirkung, welche dasselbe auf die Casein- 
rdauung austibt, hervor, wird aber auch dadurch bewiesen, 

dasselbe durch Kohle adsorbiertes Trypsin auszuziehen 
mag. Diese Eigenschaft kommt in ausgepragter Weise dem 
ein zu. wie ich vorher gezeigt habe.) und ich habe des- 

in dieser Beziehung das Serumalbumin mit dem Casein 
olgendem Versuche verglichen. 

Versuch 4. Trypsin wurde mit einer solchen Menge Kohle 
iidelt, dab alles Trypsin von der Kohle aufgenommen wurde, 

wurden Gemische bereitet wie folgt: 

30 cem Kohlesuspension —- LO cem Caseinlosung A 


30) +. 10 » SerumalbuminiOsung B 


Nach 3 Stunden bei Zimmertemperatur wurde filtriert, 
mi vOllig kohlenfreie Filtrate erhalten wurden. Zur Be- 
mimung der in den Filtraten erhaltenen Trypsinmengen wur- 
foleende Verdauungsgemische bereitet und zwei Tage bet 


mit den angegebenen Kesultaten verdaut. 


~~ 
~ 


; ~- 90 YD RD 


10 Filtrat A -+ 2,5 Serumalbuminiésung — )O Casein 
25 Casein 


10 > ak. 


Wie ersichtlich, enthielten die Verdauungsgemisehe die 


Bio-Chem,. Journ., Bd. Il, S. SL (1907), 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL, 
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gleichen Eiweifbmengen. Die ausgezogenen Trypsinmengen ent- 
menen Menge. Die bei der Bereitung der Gemische A und 2 
ungewandten Casein- und Serumalbuminl6sungen enthielten yo), 


sprachen 2—-3°/o von der ganzen, durch die Kohle aufgenon- 


die gleichen Eiweibmengen: da aber die Mengen von Na Cv, 
etwas verschieden waren (0,25°/o fiir das Casein und | 
fiir das Serumalbumin), so sind die Resultate vielleicht: streny 
genommen nicht vergleichbar. Immerhin beweist der Versic 
dah das Trypsin vom Serumalbumin aufgenommen wird. 
Nach diesen Auseinandersetzungen wird es nicht sehwe 
halten, die hemmende Wirkung, die groBbere Mengen des mi! 
Kssigsiiure behandelten Serumalbumins auf die tryptische Ver- 
dauung des Caseins austiben, zu erkliren. Wenn Casein 
Abwesenheit des Serumalbumins verdaut wird, kann das Casein 
alles Trypsin zu sich nehmen; wenn aber das Serumalbuimi 
zugegen ist, mimmt dieses einen gewissen Teil des Trypsins 
fiir sich in Anspruch. Da das Serumalbumin im Vergleich mi! 
dem Casein sehr schwer verdaulich ist, wird durch den 
Serumalbumin aufgenommenen Teil des Trypsins nur sehr wenig 
In Gerbsiiure lOslicher Stickstoff produziert, und die gesarnil 
in Gerbsiiure lOsliche Stickstoffmenge wird geringer, als) wenn 
das Serumalbumin nicht vorhanden gewesen wire. Die g 
deten Verbindungen sind leicht reversibel und die Verteiiung 
des ‘Trypsins zwischen dem Casein und dem Serumalbumi: ts! 
offenbar von dem Verhiiltnis zwischen den anwesenden Mengen 
der beiden Stolfe abhangig. Man kénnte sich wohl vorste)len, 
dali das Trypsin sich zwischen den zwei Stoffen so vert: 
wie eine Substanz zwischen zwei Losungsmitteln. Fur 
solche Ansicht liegen aber bis jetzt keine experimentellen Stiitzen 
vor. Auberdem muf in Betracht genommen werden, dat 
Verteilung sich wiihrend der Verdauung dindern kann. 
Der Unterschied zwischen der antitryptischen Wirkinz 
des Serumalbumins vor und nach der Behandlung mit bs»)2- 
siiure liegt nunmehr auf der Hand. Natives (nicht mit Saute 
behandeltes) Serumalbumin wirkt in der Weise auf Tryp! 
ein. dab entweder das Serumalbumin selbst oder irgend welc lie 
ihm anhaftende Substanz das ‘Trypsin aufnimmt und = in 
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\Veise an sich befestigt oder veriéndert, das es nicht oder nur 
cehr sehwer an Casein abgegeben werden kann. Mit dieser 
Verfestigung hiingt es wahrscheinlich zusammen, dal das Ver- 
mogen, das Trypsin aufzunehmen, ein sehr grobes ist, und dab 
deshalb die hemmende Wirkung auch bei geringen Mengen 

1» Serumalbumin sich sehr deutlich geltend macht. Mit Essig- 
siure behandeltes Serumalbumin nimmt auch das Trypsin auf, 

y das Vermogen, das Trypsin an sich zu befestigen, hat das 
Serumalbumin nunmehr verloren. An eine grolie Menge von 
Casein gibt das Serumalbumin nunmehr alles Trypsin ab und 
nur wenn kein Uberschuf von Casein vorhanden ist, behiilt 
las Serumalbumin einen Teil des Trypsins. Die Verteilung des 
Trypsins hiingt von dem Mengenverhiiltnis und wahrscheinlich 
ch von der Affinitét der beiden Eiweibkorper zum Trypsin ab. 

Wenn also natives und mit Essigsiure denaturiertes Serum- 
«/pumin beide die tryptische Verdauung hemmen, so geht je- 
doch aus dem Gesagten zum UberfluB hervor, dali die hemmende 


cui 


\irkung des nativen Serumalbumins bei weitem die kratiigere 
|. Dieselbe zeigt auch mancherlei Ahnlichkeiten mit der Wir- 
kungsart der Antitoxine, worauf ich schon varher die Auf- 
merksamkeit hingelenkt habe.') Nach Ehrlich und Sachs 
verden auch die Toxine an ihren AntikOrpern befestigt und 
gwar gilt dies, soviel ich habe finden konnen, fiir alle daraufhin 
untersuchten Gifte mit Ausnahme der Cobragifte.2) Diese An- 
cht griinden Ehrlich und v. Dungern auf die Beobachtung 
) Danysz, dab, wenn zu derselben Antitoxinmenge Toxin 
zeitlich getrennten Fraktionen hinzugefiigt wird, das End- 
semisch erheblich giftiger ist, als wenn dieselbe Toxinmenge 
i! einmal mit dem Antitoxin gemischt wird. Zur Erkliirung 
(icses Phiinomens wird jedenfalls auber der Verfestigung des 
toxins auch das Vorhandensein in den untersuchten Gifthbsungen 
1 verschiedenen Toxinen mit verschiedener Giftigkeit und 
\viditiit zum Antitoxin herangezogen. 
Meine Versuche, das Danyszsche Phinomen in dem Falle 
') Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 497 (1907). 
?) Uber die Beziehungen zwischen Toxin und Antitoxin und die 


se ihrer Erforschung. Leipzig 1908. 
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von Trypsin nachzuweisen, sind bis jetzt gescheitert. Die tryp- 
tische Wirksamkeit der Gemische, die einerseits durch frak- 
tiomertes Zugeben des Trypsins, anderseits durch Zusatz de) 
ganzen ‘Trypsinmenge auf einmal erhalten worden waren, wai 
mit dem untersuchten Trypsin immer genau dieselbe. — \\ 
aus dem Angeftihrten hervorgeht, glaube ich die Vertfestigiung 
des Trypsins am Antikorper in anderer Weise bewiesen 
haben. 

Der Einflufs der Rethenfolge des Misehens von Antikdr 
Trypsin und Casein scheint dem Verhalten der Toxine 
Antitoxine analog zu sein: Wenn das Toxin und der Antikory. 
geschieden emem Tiere eingespritzt werden, wird die Wirki 
des Antikérpers weniger ausgesprochen, als wenn das Tox) 
und der Antikorper vermischt und eine gewisse Zeit autbew: 
werden vor dem Einspritzen. Das Versuchstier, aut das 
nicht neutralisierte Toxin einwirkt, entspricht in diesem EF: 
dem Casein, durch welches die Wirkung des fret gebhiebenen 
Trypsins bestimmt wird, 

Auch Arrhenius, der in’ dem Neutralisierungsvorg 
eines ‘Toxins durch das entspreehende Antitoxin eine chemi-s 
Reaktion erblickt, die mit der zwischen einer sehwachen Sir 
und einer schwachen Base verglichen werden kann, nimme 1! 
mehran, dab infolge sekundiirer Reaktionen «das Band zwis: 
Toxin und Antitoxin mit der Zeit fester wird».?)) 

Biltz. Much und Siebert, die das erste Stadium 
Neutralisierung der Toxine als eine Adsorptionserscheinung be- 
trachten, nehmen an, dab’ das einmal adsorbierte Toxin zer! 
und zwar viel schneller als in frelem Zustande, was prakti- 
einer dauernden Verfestigung gleichkommt.?) 

Fassen wir die obigen Resultate kurz zusammen, so c!- 
gibt sich: 

1. Das native Serumalbumin neutralisiert Trypsin ul 
Verfestigung desselben und die Wirkung tritt) auch be! 


'y Svante Arrhenius, Immunochemie, Leipzig 1907, 5. 12¢ 
pZ1e 
Experimentelle Beitrage zu einer Adsorptionstheorie der | 


neutralisierung und verwandten Vorgiinge, Behrings Beitriige zur ex} 


mentellen Therapie, Heft 10, S. 538, 1905. 
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wendung von sehr kleinen Mengen von Serumalbumin hervor. 
f die Wirkung auch in anderen Beziehungen mit der der 
\ntitoxine Ahbnlichkeiten darbietet, diirfte wohl die wirksame 
Sipstanz als ein wahrer Antikorper bezeichnet werden kénnen. 

2. Nach Behandlung mit schwacher Essigsiiure wirkt das 
Serumalbumin, nur wenn es in groberen Mengen angewandt 
wird, hemmend auf die tryptische Verdauung des Caseins. Dabei 

det keine Verfestigung des Trypsins statt. Diese Wirkung 
rite zweckmiabig als Enzymablenkung hezeichnet werden 
nnen. 

Fiir das Zustandekommen einer solchen Trypsinablenkung 
sind folgende Bedingungen erforderlich: 

Nie ablenkende Substanz muh das Trypsin aufzunehmen 
unstande sein und zwar ohne Verfestigung desselben. Aufer- 
dem muh die ablenkende Substanz im Vergleich mit dem = ge- 
brauchten Substrat schwer verdaulich sein. Leicht verdauliche 
Substanzen sind zwar auch imstande, Trypsin abzulenken, aber 
einerseits geht das ablenkende Vermogen bei der Verdauung 
verloren, anderseits deckt die Verdauung der ablenkenden Sub- 
stunz die verminderte Verdauung des eigentlichen Substrates. 
\Venn eine sehwach alkalische L6sung des mit Essigsiure be- 
handelten Serumalbumins erhitzt wird, nimmt dessen Verdau- 
Hehkert zu. Gleiche Volumina des Albumins gaben mit der- 
clhen Trypsinmenge folgende Resultate: 

Vor dem Erhitzen 2,9 
Nach » > 14.75 
Dem entsprechend wurde das hemmende Vermogen nach 


dem Erhitzen niedriger gefunden: 


5 Trypsin +- 25 Casein + 25 H,O 21,1 
5 > +. 25 +- 25 nicht erhitztes Albumin 6,35 
a 1. 25 +. 25 erhitztes 10.8 


Auber dem mit Essigsiiure behandelten Serumalbumin 
nube ich auch das Eiklar und tryptische Verdauungsprodukte 
in bezug auf ihr ablenkendes Vermégen untersucht. 

Proteinstoffe des Eierklars. 

Naf die Proteinstoffe des Eierklars die tryptische Ver- 

diuung anderer Stoffe hemmen, wurde schon von Delezennes 








Io 
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te 


und Pozerski!; beobachtet. Die Wirkung wurde von dies: 
Forschern als eine antikinatische oder antitryptische bezeichne 
Kiner dihnlichen Ansicht schheBt sich auch Vernon an, *) wiih- 
rend Gompel und Henri’) die Wirkung in der Weise erkliren. 
dafi das Eierklar vor dem eigentlichen Substrat verdaut wird 
Ich habe dialvsierte Wasserl6sungen von Eierklar unt: 
sucht und gefunden, 
1. dal} das Eierklar im Vergleich mit Casein sehr schw: 
verdaulich ist; 
2. dab es in groberen Mengen zugegeben eine deutlic 
Hemmung auf die Verdauung des Caseins austibt, 
3. dab dabet die Reihenfolge des Mischens ohne Belang 
Ist, do h. dab keine Verfestigung des Trypsins. stattfindet. 
Nach dem Gesagten witirde demnach die hemmende \\iv- 
kung des Eierklars nicht auf irgend einem wahren Antikorpe: 
beruhen, was auch von vornherein wahrscheinlich war, sondern 
auf einer Ablenkung des Trypsins vom Casein durch die schwerer 
verdaulichen Proteinkorper des Elerklars. 
Dah das Eierklar im Vergleich mit dem Casein nur 
schwer verdaulich ist, geht aus folgendem Versuch heryor 
20 Casein -— 5 Trypsin [1.8 
20 Kierklar -- 5 Trypsin 0.3 
20 gekochtes Eierklar +- 5 Trypsin 0,74 
Die Tatsache, dab das Eierklar auch nach Kochen sch 
verdaulich ist. erkliirt, daB nach Vernon auch so behandeltes 
Kierklar die Verdauung hemmt. 
Die hemmende Wirkung des Elerklars wird folgender- 


mawhen bewlesen: 


1. 10 Trypsin -+ 50 Casein -} 20 H,O 28,6 
2. 10 + D0 -. 20 Eierklar 12.6 
3. 10 ! 2O Kierklar -- 20 Casein 12.2 


' Compt. rend. Soc. biol., Bd. LV, S. 935 (1903). 
Journ, of Physiol, Bd. XXXII, S. 497 (190-4). 
Compt. rend. Soc. biol., Bd. LVUI, S. 457 (1905). 
Die angewandte Caseinlésung und EterklarlOsung enthielte: 
5 cem folgende Stickstoffmengen in Kubikzentimetern '/10-n-Siéiure 


cedruckt 


Die Caseinlosung 11,7 
Bierklarldsung 13.9 
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In Probe 38 wurden das Trypsin und das Eierklar eine 
ide vermischt aufbewahrt vor dem Zugeben des Caseins. 
Auch auf die Verdauung von gekochtem Serumalbumin 


-kt das Eterklar hemmend ein: 


za) gekochtes Serumalbumin -+- 5 Trypsin * LQ) HO 6.0 
ak L 5 ( 10 Kierklar 1.1 


~ 


Die gebrauchten Losungen reagierten beide neutral. 


Die tryptischen Verdauungsprodukte. 


Voraussichtlich laifbt sieh irgend welche. durelh die End- 
lukte der tryptischen Verdauung ausgetibte Hemmung der 
lanung nicht erwarten, da sich dieselben wahrscheinlich 

mit dem Trypsin verbinden. Ho6chstens koénnten sie die 
muung in der Weise beeinflussen, dab sie durch ihre alkali- 

siiurebindenden Eigenschaften die Reaktion des Verdau- 


nesgemisches etwas dndern koOnnten. Ich habe den EinflubB 


Alanin und von Glykokoll wiederholt untersucht, ohne irgend 
che Einwirkung auf die Verdauung des Caseins nachweisen 


konnen: 
100 Casein +- 10 H,O +- 5 Trypsin 27,05 
L100 +- 10 Alaninlésung +- 5 61.8 


Da die Stickstoffmenge der Alaninlosung 34,15 entsprach, 


wird die von der Verdauung des Caseins herriihrende Stick- 


A 


imenge 27,65 oder dieselbe wie die in Abwesenheit von 


nin erhaltene (27.05). 


10 Casein -++ 20 H,O ‘- 9 Trypsin 12,10 
10 > — 20 Glykokollésung -+ 5 > 40,10 
Stickstoff im Glykokoll 62.5 
Von der Verdauung herrihrender Stickstoff 12.35 


oder dieselbe Menge wie ohne Glykokoll 12.10) 


Anders stellt sich offenbar die Sache, wenn sich unter 
| Verdauungsprodukten auch solche finden, welche noch durch 
Trypsin. veriindert werden kénnen. Von solchen Stoffen 
wahrscheinlich der hemmende Einfluj her, der unzweifel- 
durch die Verdauungsprodukte ausgeiibt wird. Um diesen 
zuwetsen, wurde Casein mit Trypsin einige Tage verdaut, 
rauf das Verdauungsgemisch aufgekocht wurde. Dann wurde 
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einige Stunden dialysiert. um die leicht dialysierbaren |) 

produkte zum Teil loszuwerden. Die resultierende Lisjiye 
gab eine starke Biuretreaktion und reagierte annihernd neuty: 
Die Verdauungsversuche fielen wie folgt aus: 


1. 10 Trypsin +- 25 Casein +. 25 H,O 
2. 10 +- 25 25 ecm Verd.-Produk! 
S 10 25 com Verd.-Produkt -+- 25 Casein 

t 610 25 - 25 H,O 


In Probe 3 wurden das Trypsin und die Verdauunys- 
produkte 1 Stunde vor dem Zugeben des Caseins aufbewali 
ln den fiir die Proben 2, 5, 4 angeftihrten Analysenzahley 
die am Anfang des Versuches in den Verdauungsproduk!en 
vorhandene nicht mit Gerbsiiure faillbare Stickstoffmenge 
gezogen worden. Der Versuch zeigt also, dab die Verdauunss- 
produkte eine deutliche Hemmung auf die Verdauung des Casein: 
ausiiben, und zwar ist diese Hemmung unabhiingig von de 
Reihenfolye, in welcher das Mischen der drei Substanzen 
sich geht. Die hemmende Wirkung der Verdauungsprod 
ist also als eine Ablenkungserscheinung zu deuten. Einer dili 
lichen Ansicht schliebt sich Euler an.?) 


Zusammenfassung. 

Die antitryptische Wirkung des Serumalbumins beruli! « 
der Aufnahme und Verfestigung des Trypsins entweder durc! 
das Serumalbumin selbst oder durch irgend welche ihm an: 
haftende Substanz. Der Prozeb ist also entweder gar nici 
oder nur sehr schwer reversibel und hat mit dem Neutra 
sieren eines Toxins durch dessen Antikorper vieles gemetnsih 
Durch Behandlung mit schwacher Essigsiiture geht das \cr- 
mogen, das Trypsin an sich zu verfestigen, dem Serumalhiunin 
verloren. In gréberen Mengen vermag das Serumalbumin nov! 
die Verdauung leicht verdaulicher EiweiBk6rper zu hen 
aber dies liegt an der Bildung einer leicht reversiblen \: 
bindung desselben mit dem Trypsin (Trypsinablenkung). fil 
solche Wirkung kommt auch dem Eierklar sowie den trypti> 


Verdauungsprodukten zu. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 221 (1907). 











Uber Auftreten von Glyoxylsdure im Verlaufe von Graviditat, 
Geburt und Puerperium. 
Von 
J. Hofbauer. 


(Aus der Konigsberger Universitats-Frauenklinik. Direktor: Prof. Winter.) 


Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1907.) 


Kine groBere Reihe von svstematischen experimentellen 
(yfersuchungen aus den Laboratorien von Hofmeister und 
Pohl haben in den letzten Jahren vielfach interessante und 
wertvolle Beitriige zur Frage der Entstehung und der Aus- 

heidung der Glyoxylsiiure im Tierkorper, sowie zur Klirung 
inver biologischen Stellung im animalischen Stoffhaushalte er- 
bracht. Von der Biochemie der Pflanzen her war es bekannt, 
lif diese Oxyfettsiiure in jungen Trieben und unreifen Friichten 

thanden, spiiterhin bei zunehmender Reife derselben aus 

ion verschwindet, woraus die Botaniker eine besondere be- 

utung der Siiure fiir den Assimilationsprozefi der Pflanze 
hleiteten (K6nigs, Brunner und Chuard, Stolle). Fur 

) tierischen Organismus lieB sich feststellen, dal die im 
Harne ausgeschiedene Glyoxylsiiure ein Produkt des intermediiiren 
Siolfwechsels darstellt, daB sie bei der Oxydation von Athan- 
derivaten auftritt und als Zwischenprodukt beim oxydativen 
Abbau von physiologisch wichtigen Fettkérpern, insbesondere 
des Glykokolls, erscheint (Pohl, Eppinger, Almagia, Inada). 
bei weiterer pharmakologischer Priifung der Wirksamkeit dieser 
\ldehydsiiure zeigte sich fernerhin, dai dieselbe durchaus nicht 
eleichgiiltig fiir den tierischen Organismus sich verhalte, sondern 
bel verschiedener Applikationsweise in bestimmten Konzen- 
‘rationsgraden angewandt akute und chronische Intoxikations- 
ziistinde hervorzurufen vermoége (Adler). 
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Diese Beziehungen der Glyoxylsaure zu den Stoffwechse!- 
vorgangen im allgemeinen, sowie die experimentell gewonne: 
Tatsachen, wonach die Leber eine ausschlaggebende Rolle |), 
der Zersetzung der Glvoxylsiure spielt und dadurch ein sonstiges 
hiinfigeres Erscheinen der Siture im Harne verhindert (Schlo- 
Adler), und fernerhin die Mitteilungen von Savareé tiber eine 
dhnliche, der menschlichen Placenta eigentiimliche und qui 
titativ recht bedeutende fermentative Wirksamkeit, Glyoxylsiiture 
zu zerstoren, legten es nahe, das Vorkommen dieses Sto 
wechselproduktes im Harne von Graviden zu prtifen. 

Es erscheint wohl tiberfliissig, hier auch auf die ander 
weltigen tiefgreilenden Alterationen der Stoffwechselvorginve 
withrend der Gestationsperiode im einzelnen hinzuweisen. 
Berticksichtigune der hier mit Wahrscheinlichkeit in) Betracl 
kommenden Leberfunktion sei blo§ an die alimentiire Laktosurie 
und Glykosurie ermnert. 

Die voriiegende Veroffenthchung sttitzt sich auf Aulzeich- 
nungen tiber 100) Fiille. Dieselben stammen zum Teil aus 
dem poliklinischen, zum Teil aus dem klinischen Materiale. [ic 
poliklinischen Patienten stellten das Hauptkontingent fiir ie 
Untersuchungen aus der ersten Hiilfte der Schwangerschatt, 
Klinischen hingegen ermoglichten die fortlaufenden systematiscli 
Beobachtungen wiihrend der letzten Schwangerschaftswochen, 
der Zeit der Geburt und des Puerperiums. Auberdem konnite 
ber letzteren die Auswahl intern véllig gesunder Personen [ir 
einwandsfreie Resultate getroffen werden. Eine kleine Z:li! 
von Fiillen betraf pathologische Gravidititen (Hyperemesis, 
Kklampsie, Extrauteringraviditit, Blasenmole). 

Zuerst sei die Methode des Nachweises der Glyoxylsiure 
im Harne besprochen. 

Zur Identilizierung kamen folgende Methoden in Anwen- 


dung: 
a) Ammoniakalische Silberldsung wird bei Zusatz you 


Natronlauge schon in der Kiéilte, stiirker beim Erwirmen redu- 
ziert unter Bildung eines Silberspiegels (Aldehydreaktion).  be- 
hufs einwandfreien Nachweises der Glyoxylsiiture im Harn 
hier die Darstellung des Calciumsalzes erforderlich. 
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bh) Mit Phenylhydrazin entsteht’ krystallinische Fillung 
\lovlichkeit einer quantitativen Bestimmung, Elbers). 
c) PeptonlOsung dem Harne zugesetzt und hierauf mit 
yzentrierter Schwefelsaure untersechichtet, gibt violetten Ring 
4 der Bertihrungschicht (Hinweis auf die Gegenwart eines Indol- 
kernes nach Hopkins und Cole). An Stelle der Peptonlésung 
n auch Indol verwendet werden (Eppinger), bezichungsweise 
«© LOsung von Tryptophan oder Skatol (Schloss). 
Anmerkung: Um Tiaiuschungen durch Verwechslung mit der dihnlich 
fenden Nitrosoindolreaktion zu vermeiden, wurde nur nitritfreie 
<wefelsiiure benutzl, ebenso nur destilhertes Wasser zur Herstellung 
Peptonl6sungen. 
Als positiv wurde ein Befund nur dann eingetragen, sobald siimt- 
- angestellten Proben das gleiche Resultat ergeben hatten. 
Ks wurde auch darauf geachtet, nur ganz friscehe Urine zu unter- 
en, da bei lingerem Stehen derselben die spiitere Bildung von Ni- 
beobachtet worden. 
Auferdem wurde, unter Beriicksichtigung einer diesbeziighchen 
\nvabe von Dakin. die Gegenwart von Ameisensiiure in dem Destillate 
orher angesiiuerten Harnes ausgeschlossen, 
Beziiglich dev Ausfiihrung der Pepton-(bezw. Tryptophan-)Probe sei 
hervorgehoben, daf\ der violette Farbenring nur bei hellgefiirbten 
n sch6n hervortritt; starker gefirbte Harne sind daher vor An- 
» der Probe mit Wasser zu verdiinnen oder nach dem Vorschlage 
Schloss mit Tierkohle zu behandeln und hinterher zu filtrieren. 
Es ist dies aus dein Grunde durchaus erforderlich, weil nur der 
ette Farbenton fiir das Vorhandensein der Siéiure spricht, hingegen 
rolbraune Ring an der Beriihrungsstelle von Harn und Schwefelsiure 
| anderweitige, zum Teil normale Harnbestandteile bedingt sein kann 
farbstoffe). Auch ist eine derartige stirkere Verdiinnung des Harns 
n zur Anstellung der orientierenden Probe empfehlenswert, weil dann 
Varbenreaktionen, welche die Gegenwart von Glyoxylsiure vortéiuschen 
ien, nicht mehr auftreten. 
Gehen wir nun zu den gewonnenen Resullaten tiber, so 
lees am zwecknuiibigsten erscheinen, behufs besserer Uber- 
schtlichkeit dieselben in eine Tabelle unterzubringen, in welcher 
Fille nach dem Stadium der Graviditiit geordnet sind, 
vie nach der Vielzahl der Geburten. 
Diese Zusammenstellung bedarf einer kurzen Interpretation. 
rs sind hier grdbtenteils die poliklinischen Beobachtungen ru- 
vriziert, also von Patientinnen, welche in die klinische Sprech- 
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stunde kamen und bei denen die Schwangerschaft konstat eo, 
wurde. Es hegt in der Natur der Sache, dab fiir die Eps;- 
geschwiingerten meist Unwissenheit oder Neugierde an sich <j, 





Veranlassung bot, sich untersuchen zu lassen, bei den Myjji- 
paren hingegen mannigfache Besonderheiten bei der von jhe, 
selbst vermuteten Graviditaét. Dies muf hervorgehoben werdey, 


um die Bewertung der Befunde illustrieren zu kOnnen. 





SN a 





; In Prov 
Dauer Anzahl Primi- Multi- | Resultat zahle 
der Graviditit der Falle} parae parae | positiv berech 


(abgerund 





11—IHl. Lunasmonat 11 d 6 7 mal 63 
IV.—V. | 5 2 4» D7 
VI.—VII. 6 2 4 3 Hu) 
VIII. { 0 4 l 25) 
IX. 1? Ss 4 2 17 
X. Erste Hiilfte 30 24 9 5» | {7 
X. Zweite 30) 233 7 2) | 67 








Das Auffallendste ist hier die hohe Prozentzahl de: 
positiven Fille in dem ersten Drittel der Sehwanger- 
schaft und in den letzten Tagen derselben. Ein durch- 
ereifender Unterschied, je nachdem ob Erst- oder Mehrgebiire: 
lief sich dabei nieht feststellen. 

Wie sollen wir uns nun diese Befunde deuten, ohne dahe 
Hypothesen aufzustellen, deren Fundierung gewagt erschiene 

Das eine Moment glaube ich wohl zuniéehst mit Bestimint- 
heit aussprechen zu konnen, dab das Auftreten von Welen 
fiir das Erscheinen der Glyoxylsiiure im Harne bestimmend is! 
So gaben Multipare, deren Aussagen man doch immerhin eine! 
gewissen Wert beimessen darf, oft mit aller Sicherheit an, 
«krampfartige Schmerzen» im Leib in den letzten Tagen ge- 
fiihlt zu haben, was sie eben dazu bestimmte in der Klinik 
sich Rat zu erbitten, ob aueh alles bet ihnen in Ordnung se! 
oder ob ein Abort bevorstiinde. Die Harnprobe— erga!) 


} 


solchen Fiillen jedesmal positiven Befund, ganz gleichgiii2 
in welchem Monat der Schwangerschaft sich die Patientinnen 
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befanden. Objektiv lieB sich bei der gynikologischen Unter- 
hung dann gelegentlich das Kesultat stattgehabter Wehen- 
eitigkeit wohl nachweisen (Eroffnung des Oretic. extern. oder 
Verkiirzung des Cervicalkanales), oft aber war palpatorisch 
hts davon zu finden. Recht mteressant war es aber, dab 
})) Ablauf von 2 oder 3 Wochen, wenn die Patientinnen 
ifs Nachuntersuchung wiederkehrten und sich die unge- 
sorte Fortentwicklung der Graviditiit feststellen lieB. nun die 
Harnprobe negatives Resultat bot oder recht schwach positiv 
rief. Aueh bei den «Haus-Schwangeren» lief sich dieser 
Finfluh stattgehabter Wehentiitigkeit auf die Ausscheidung von 
Givoxylsiiture im Harne unzweideutig und objektiv: erkennen; 
wir werden wohl nicht fehlgehen, in der so tberwiegend 
lig positiven Probe in den allerletzten Tagen ante partum, 
esondere bei Primiparen, eine diesbeztigiiche Folge vor- 
ndener, wenn auch zuniichst noch subjektiv: unmerklicher 
\Vehenarbeit zu. erblicken. 
Schwieriger durfte es sein, die hiufige Glyoxylsiiureaus- 
cidung im Beginne der Graviditit in einen Reim zu bringen. 
Of auch hier Uteruskontraktionen mitspielen es sel un die 
selten zu konstatierenden partiellen Koutraktionen der 
rusmuskulatur ber jungen Graviditiiten erinnert ——-, oder ob 
vewaltige Umstimmung des maternen Organmsmus unter 
Hinflusse des wachsenden Kies daftir angeschuldigt werden 
sol’ Teh wage es auch nicht im entferntesten, Iner eine 
endwie bestimmte Ansicht zu aubern. — Wir kommen tibrigens 
ferhin noch auf diesen Punkt zu sprechen. 
Kingefiigt sei hier die Beobaehtune von sehr reichilicher 
(voxvlsiureausscheidung bei einer Hyperemesis im 3. Lunar- 
mat, in welchem Falle auch die Darreichung von 100 ¢g 
Liyvulose Zuckerausscheiduig im Harne zur Folge hatte: ferner 
bel Blasenmole. Dagegen gaben einige Eklampsiefiille keinen 
nenswert hohen Titre. 
Intra partum lieB sich jedesmal eine mehr oder minder 
Surk positive Probe anstellen: doch waren wiihrend und nach 
Geburt nicht die hochsten quantitativen Werte zu ver- 
nen. Dieselben wurden vielmehr im Verlaufe des Puer- 
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periums erreicht, und zwar zumeist in den letzten Tagen dey 
ersten Woche. 

Ist es also auch als unzweifelhaft anzusehen, daf 
durch einige Zeit anhaltende Wehentitigkeit einen gewiss.) 
bestimmenden Einflub austibt fiir das Auftreten der Glyoxy|- 
siiure im Harne, so wiirde die Gesamtheit des Bildes sich do 
nur schwer in den Rahmen dieser einen Tatsache  eintiige 
lassen. Es miissen vielmehr noch andere Momente auberdey 
in diesem Sinne in Frage kommen. Die von Schloss 
Adler ermittelte) dominierende Stellung der Leber fiir 
Speicherung und ZerstOrung der im Stoffwechsel entstehend, 
Glyoxylsiiure lenkt nunmehr unsere Aufmerksamkeit) zuniéclis! 
diesem Organe zu. Es wiire eben im Hinblick auf die 
gangs erwiihnte Stellung der Glyoxyvlsiiure als Zwischenprodik: 
des in der Leber statttindenden Abbaues von Glykokoll dain 
ein neuer Baustein zur Fundierung des Satzes von der «infer 
relative. der Leber wiihrend der Graviditiitsepoche gewornnen 
Verschiedene Tatsaehen histologisecher und biochemischer Nati 
driingen ja stets mehr zur Annahme, dab die Leber des mater 
Organismus infolge der funktionellen Mehrbelastung im Verlaul 
der Graviditaitl hart an der Grenze threr Leistungsfihigkei! 
gelangt und, wenngleich auch in ihren Reservekriften zwar ! 
erschopft, so doeh jedenfalls wesentlich geschmiilert sei; dadwur 
wird es eben verstindlich, dab sofort dann, wenn erhohte -\ 
spriiche an ihre Funktionstiichtigkeit’ gestellt’ werden, sic! 
gewisser diesbeztiglicher Ausfall dokumentiert. Sowie wt 
lingerem von einer «Schwangerschaftsniere» zu sprechen 
wohnt sind, werden wir auch dem Terminus «Sechwange! 
schaftsleber» fernerhin Eingang und Biirgerrecht einriu 
miissen. Uber diesbeziigliche Einzelheiten sei es gestattel, sl 
den Vortrag «Organveriinderungen wihrend der Graviditiil 
ihre biologische Bedeutung», Verf. in den Sitzungsberi 
der Ost- und Westpreubischen Gesellschaft) vom 16. II]. 

(s. Monatsschr. fiir Geb. u. Gyn., 1907, Matheft), sow 
eine grobere demniichst erscheinende Publikation tiber «Gray! 


ditiits-Toxicosen» hinzuweisen (s. Zeitschr. f. Geb.). 
Zum Schlusse sollen noch die Beziehungen der Gly: 
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siyre zur Allantoinbildung, insoweit als zu unserem Thema 
o horig, Erérterung finden. Allantoin, ein Kondensationsprodukt 
op Glyoxylsiiure, wurde zuerst von Grimaux synthetisch durch 
rhitzen von Glyoxylsiiure und Harnstoff auf 100° dargestellt: 


itinger zeigte hierauf, dab auch bei niedrigeren Tempera- 


en unter Gegenwart von Salzsaure diese Synthese eintritt, 
Auch Derivate der Glyoxylsiiure verhalten sich dlintich, wie 
Sonon und Chavanne kiirzlich nachwiesen, indem sie Harn- 
auf Athylglyoxylat) einwirken lieben und Athylallantoat 
erhiellen. Fir den tierischen Organismus haben die experi- 
tellen Untersuchungen von Eppinger und Adler. einen 
lerartigen Kondensationsvorgang von Glvyoxylsiiure und Harn- 
stolf zu dem Diureid der Siiure, dem Allantoin, wahrscheinlich 
nacht, wobei dieser Vorgang als Entgiftungserscheinung ge- 
tet wird. Die Angaben iilterer Autoren tiber Allantoin- 
<cheidung im Harne von Schwangeren (Pouchet) und im 
me der Neugeborenen (Gusserow) erschienen damit = in 
ier Beleuchtung, zumal der experimentelle Beweis erbracht 
dah Glyoxylsiiure durch die Placenta hindurch in) den 
siden Organismus gelangen kann. Doch sei hervorgehoben, 
nach den Untersuchungen Adlers in Harnen, welche ur- 
vinglich nur Glyoxylsiiure enthielten, bet lingerem Stehen 
lerselben -— insbesondere bei Brutschranktemperatur — Allan- 
1 auftritt, sogenannte «passive Allantoinbildung , auf welche 
weiteren Untersuchungen tiber Allantoinbefunde im Harn 

rd Riicksicht genommen werden miissen. 
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Uber die Einwirkung einiger Dampfe auf PreBhefe. 


Von 


R. O. Herzog und Franz Horth. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1907.) 


Uberlabt man lebende PreBhefe sich selbst, so- trit! 
kanntlich nach gewisser Zeit) «Verfliissigung» ein: die 





eigenen, vor allem die proteolytischen Fermente, destruieren 


den Organismus. Die gleiche iiubere Erscheimung, hervorger 


durch den osmotischen Druck und durch «Aussalzen», bis 


sich bei der Behandlung von geprebter Hefe mit konzentricy 


Salz- oder Zuckerlosungen!) dar, noch deutlicher beim \; 


kneten mit festen Salzen.2) Zum Teil wenigstens wieder aud 
Ursachen sind es, die zur Vertliissigung der Hefe*®)  ttitn 


wenn man sie mit gewissen Diimpfen behandelt. Wir ha! 


diese Erscheinung gelegentlich einer hier nicht weiter zi 
Orternden Untersuchung beobachtet und weiter verfolgt. Ss 
fanden wir erst, dab HH. Buchner und M. Gruber?) 
nur bereits derartige Beobachtungen gemacht, sondern sie | 
— zur Darstellung von Hefeeiweih —- hatten patentieren la 
Trotzdem glauben wir, unsere mehr quantitativen Versu 
resultate kurz mittetlen zu dirfen, zumal die Erschemune 
sich bisher wenig bekannt, doch nicht voliig interesselos 
diirtte. 

') J. B. Dumas, Compt. rend., Bd. LXXV, 8, 277 (1872); U. Ga 
u. Ko Dubourgs. das., Bd. Cll. S. 978 (1886), 

*) A. Béechamp. das., Bd. LXXIV, S. 184 (1872) u. Bd. LAX 
S. 866 (187%). 

Natiirlich k6Onnen auch mechanische Ursachen, die zum 

reiften der Zeilmembran fiihren, Hefeverfliissigung herbeifiihren, wie 
Getrieren und Wiederauftauen (vel. Riickforth, D. R.-Patent 107 


und dg. 
ID. R.-Patente 115181, 137643, 137 995. 


i 
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Uber die Kinwirkung einiger Dimpfe auf Prefhefe £33 
bringt man etwas frische, auf einer Schale verteilte Pref- 


{ 
Jo) in eien Exsikkator, dessen Boden etwa DO bis 


oo) 


ca. 
cem Alkohol, Ather usw. enthilt, und evakuiert dann még- 
kriftig (bel Anwendung von 2 Wasserstrallpumpen ge- 

st man etwa nach {| Minute zu geniigender Dampfentwick- 
so tritt zu recht genau bestimmbarer Zeit Vertliissigung 
Hefe ein. Wie die folgende Tabelle zeigt, sind die Ver- 
he gut reproduzierbar. Nattirlich ist auf annihernde Tempe- 
‘urkonstanz zu achten (bei den mitgeteilten Versuchen 20° C.), 





ed 





Zeit. innerhalb der in verschiedenen Mittlere 
Dampt Vertliissi- 
Versuchen Verfliissigung eintritt ! sungszeit 
alkohol oo... 13-1 Min. {—2 Min. {—1'» Min .2 Min. 
5——4 2— 4 3 —4 a) 
kohol .. . 7 {6 6—7 6.2 
form... . 13—16 1i3—14 1i3—14 13.8 
+) of 3—35 4 io al 
62 Std r Std 7 std 6.8 Std, 
elkohlenstoff 7—8 7 7.0 
16-—18 16—18 17 
Eek A a ee. 2 S§—10 Tage 6—8 Tage — 8 Tage 
lehvd Keine 
meenYS * + *) Vorfliissigung _ 








Die fiir die einzelnen Stoffe erhaltenen Zahlen zeigen er- 
che Unterschiede. Am schnellsten tritt die Verfliissigung 
den mit Wasser misehbaren Stoffen (Alkoholen, Aceton) 
langsamer ber den darin schwer léslichen (Chloroform, 

am schlechtesten bei den praktisch unloslichen. Die 
-te Annahme. die man zur Erklkirung machen wird, tst 

die, dafi der osmotische Druek auben und dann auch im 
ri der Zelle sich idindert, durch die eindringenden Stoffe 
len hierauf die Eiweibstoffe koaguliert und das heraus- 

', Vom Moment des deutlichen Siedens der Fliissigkeit bis zum deut- 


n Eintritt der Verfliissigung. 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LIL 
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geprefite Losungsmittel dringt aus den Zellen.') Ferner 
jedenfalls die Auflosung von Lipoiden der Zellmembran « 
die organischen Losungsmittel eine Rolle?) Letztere Annals 
lief} sich experimentell dadurch sttitzen, dab Prebhefe, die y, 
vetrocknetem  alkoholischen Hefenextrakt gut = gemischt 
hierauf gegeniiber allen untersuchten Dimpfen eine sehr. s| 
verringerte Verfliissigungsfithigkeit zeigte. Die erste || 
pothese wurde dadurch wahrscheinlich zu machen gesucht, 
Gase, die, in Wasser gelést, stark Eiweil fiillen, auf ihr \, 
halten gegen Hefe untersucht wurden. 


Ks verfliissigten: In Minuten (Mittelwerte): 
NI, 1.5 

Br lo 

HC I 

SQ), 4.8 
Mssigsiuredampft 2.) 


Die Hemmung der Garwirkung der Hefe durch di 
Wasser gelosten Stoffe mit Ausnahme der mischbare: 
scheint in dhniicher Reihentolge wie die Verfliissigung zi 
folgen: die am Jangsamsten vertliissigenden hemmen die Git 
am wenlgsten. 

') Die Koagulation von Fiweif, z. B. durch Alkoholdampf, « 
leicht ber einer der hier angewandten entsprechenden Einrichtung 

*) Man koOnnte vielleicht auch an eine ahnliche Erkliérung | 
von Winkelblech (D. R.-Patent. Kl. 12 ¢. Nr. 180493) und H. f 
und O. Kréhnke (Zeitsehr. f. angew. Ch., Bd. XX, S. 883 [1907 ) | 
achtete Erschemung Koagulation von Kolloiden beim Schiitte!n 


Losung mit organischer, mit Wasser nicht mischbarer Fliissigkeit — de 








Abbau einiger Dipeptide des Tyrosins und Phenylalanins 
bei einem Falle von Alkaptonurie. 
Von 
Emil Abderhalden, Bruno Bloch und Peter Rona. 


jem chemischen Institute der Universitat Berlin und der medizinischer. Klinik 
des Buirgerspitales Basel.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1907.) 
rm r 


Das Studium des Verhaltens der synthetischen Polypeptide 
en Fermente aus der Gruppe der proteolytischen hat ge- 
el. dab durchgreifende Unterschiede bestehen je nach der 
rkunft der Fermente. So hat der Magensaft des Hundes 
) keines der untersuchten Polypeptide zu spalten vermocht, 
ihrend der Pankreassaft eine ganze Reihe von Polypeptiden 
rolysiert.!) Alle Kombinationen greift er nicht an. Bei Ver- 
dung von Racemkorpern hat es sich gezeigt, dab er stets nur 
enigen Kombinationen von Aminosiiuren spaltet, welche die 
ler Natur vorkommenden optisch-aktiven Formen enthalten. 
wird, um ein Beispiel anzufiihren, von den beiden Racem- 
rpern des Alanyl-Leucins nur die Kombination d-Alanyl-l-Leucin 
|-Alanyl-d-Leucin gespalten und zwar asymmetrisch, ent- 
vechend der ersten Komponente der Verbindung (d-Alanyl- 
veucin), die allein die in der Natur vorkommenden optisch- 


akiiven Aminosiiuren in sich schliebt. Der zweite Racem- 


ver, der die Kombinationen d-Alanyl-d-Leucin —- |-Alanyl- 
eucin enthalt, wird nicht gespalten. Diese Regel gilt, soweit die 
verigen Erfahrungen reichen, fiir alle untersuchten Losungen 

ermenten der Klasse der proteolytischen jedweder Herkunft, 


'’ Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber das Verhalten 
chiedener Polypeptide gegen Pankreassaft und Magensaft. Diese Zeit- 
{t, Bd. XLVI, S. 52, 1905. 


2s" 
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so ftir verschiedenartige Organprebsifte und far den Hefepret)- 
Uberall stofen wir bei Verwendung von racemischen PP 
pepliden auf eine asymmetrische Spaltung, vorausgesetzt, 

die erwiéhnte Verkniipfung der in der Natur vorkommen 
oplisch-aktiven® Aminosi#uren vorhanden ist. Besonders 

geworden sind diese Verhiiltnisse durch die Verwendung 

Polypeptiden, an deren Aufbau optisch-aktive Amiunosiin 
heteiigt sind.') Als Beispiel ser angefiihrt. dab der Pankr 
saft vom Hunde d-Alanyl-d-Alanin hydrolysiert, dagegen d-A lia 
I-Alanin und |-Alanyl-d-Alanin nicht angreift. Wir konnen | 
zuftigen, dab l-Alanyl-l-Alanin gleichfalls unangegriffen bi: 
Der Pankreassaft vom Hunde hydrolysiert jedoch nicht alle P. 
peptide, die aus den in der Natur vorkommenden optisch-akti 
Aminosiiuren aufgebaut sind. So labt er z. Bb. l-Leucyl-giyein 
Glycyl-d-Alanin unangegriffen, auch Glycyl-elyecin wird vou 

nicht in nachweisbarer Menge gespalten. Andere Kombinatio: 
so |-Leucyl-l-Leucin und d-Alanyl-d-Alanin, werden nur la 
sum angegrifien, Lrepsin?) dagegen, sowle die bis jetzt un! 
suchten Organ- und Zellprebsatte spalten alle Polypeptic: 
welche den genannten Aufbau zeigen. Es libt sich nicht 

ein durchyreifender qualitativer Unterschied im Verhalten 

hermente verschiedenartigen Ursprungs nachweisen, sond 
auch ein quantitativer.4) So hydrolysiert’ Pankreassaft 

Hunde d-Alanyl-l-Leucin bedeutend langsamer als Erepsin | 
dieses wieder langsamer als z. b. HefeprebBsaft. In einem Pu 
stimmen jedoch, wie sehon betont. alle Beobachtungen vo 


Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber das Verh: 
er Polypeptide gegen Pankreassalt. Diese Zeitschrift, Bd. LIS. 264, | 
2) Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Studien tibe: 
proteolytische Wirkung der Prefisiifte eiiger tierischer Organe sow) 
Darmsaftes. Diese Zeitschrift, Bd. NLIX. S. -, 1906. 

Vel. Emil Abderhalden und H. Deetjen, Uber den A 

einiger Polypeptide durch die BlutkOrperchen des Plerdes. Dies 
schrift. Bd. LE oS. 334. 1907. Hier finden sich auch die tibrigen Ver 


CVn g 


nach dieser Richtung zitiert. 
‘) Fimil Abderhalden und A. H. Koelker, Die Verwen 
optisch-aktiver Polypeptide zur Priifung der Wirksamkeit proteolvtis: 


Fermente Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294, 1907, 
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erein, namilich, daly Kombinationen von der Natur fremden 
‘isch-aktiven Aminosiuren unangegriffen bleiben. 

Kin anderes HResultat gaben Versuche, die zum Ziele 
len, den Abbau der Polypeptide im tierischen Organismus 
deren. Einfiihrung per os und bet subkutaner Zufuhr zu 
rfolgen.?) Ther war der Abbau fast durchweg ein totaler, 

der Stickstoff der zugefthrten, zumetst racemischen Poly- 
tide erschien als Harnstoff im Urin wieder. Spuren eines 
mmetrischen Abbaus der verfitterten racemischen Poly- 
otide wurden nicht beobachtet, auch wurden meist weder 
verdindertes Polypeptid noch Aminosiuren im Tarne aulge- 
den. Somit muissen die lebenden Gewebe entweder in jedem 

neane fiir sich cine andere Wirkung entfalten als die Organ- 
efsittte, oder aber es liegt ein Zusammenwirken verschiedener 
yeane ber dem totden Abbau der verfiitterten Polypeptide 

Am wahrscheinlichsten erschemt nach den oben ange- 

hrten Resultaten, dab der Abbau der dem tlerischen Organis- 
is einverleibten Polypeptide zunichst in der Weise erlolgt, 
eine Hydrolyse eimtritt und erst die Aminosiiuren weiter 

| Harnstoff verarbe:tel werden. Wir konnen jedoch die Mog- 
hkert nieht ausschiieben. dab der Abbau auch anders erfolget, 

| zwar besonders dunn, wenn den Geweben Kombinationen 
nm Aminosiiuren zugefiihrt werden, die den in der Natur vor- 
ninenden nicht cntsprechen.  Verfiittern wir Racemkorper, 
wird dieser Limstiand stets wenigstens ber dessen emer Hilfte 
nireten. Die aufgewortene Frage laibt sich schwer eimwandstirel 
ischeiden, weil wir im allgemeinen ftir den Abbau der Poly- 
peptide im Organismus nur im Harnstoffgehalt des Harnes eine 
Kontrolle haben. Nun kennen wir eine Anomalie des Eiweib- 
tolfwechsels, ber der zwar offenbar der Eiweibstickstotl in 
inz gleicher Weise wie unter normalen Verhiltnissen zum 
groften Teil als Harnstofi zur Ausscheidung gelangt, bet der 


edoch der ganze aromatische Komplex der Proteine he- 
stehend aus Tyrosin und Phenylalanin — nicht in der ublichen 


Weise abgebaut wird, sondern nach Abspaltung der NH,-Gruppe 


') Vel. die Literatur bei: Emil Abderhalden. Lehrbuch der 


siologischen Chemie. Urban und Schwarzenberg [906, 5, 203 
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als Dioxyphenylessigsiiure = Homogentisinsiure im Harn 
scheint. Neuere Versuche haben es sehr wahrscheinlich gema 
dal dieser Typus des Abbaues des Tyrosins und Phenylala: 
bei der Alkaptonurie ein nahezu und vielleicht vollstindig quia 
tativer ist, wenigstens gilt dies fiir den von uns untersucl; 
Fall. der schon Langstein, Falta, Neubauer und Ey 
Meyer!) zu ihren Versuchen gedient hat. Wir haben somit 
der Alkaptonurie nicht nur eine einzige Kontrolle fiir den Ab! 
des Eiweibes, sondern wir kénnen neben der Stickstotfia 
scheidung auch das Verhalten der reduzierenden Substanz 
— der Homogentisinsiiure — ber wechselndem = Gehalt 
Nahrune an den genannten Aminosiiuren verfolgen. Wir hal 
diesen Uimstand dazu bentitzt, um die Frage zu entscheid 
ob die beiden genannten aromatischen Aminosiiuren in gleich 
Weise abgebaut werden, wenn sie als solche und mit ander 
Aminosiiuren gebunden in Form yon Polypeptiden eingefiil 
werden. Ferner interessierte uns die Frage, ob die Struk 
des Polypeptids von Einflufi ist. Wir hofften so der Frag 
niiher treten zu konnen, welche Kombinationen, vor allem vo 
Phenyvlalanin, im Eiweib vorkommen, und welche eventuell aus- 
guschheben witren. Hitte der Versuch z. B. ergeben, da 
beispielsweise das in dem Dipeptid dl-Alanyl-dl-Phenylalanin en! 
haltene Phenvlalanin Homogentisinsiiure lefert und das in de! 
isomeren Verbindung dl-Phenylalanyl-dl-Alanin enthaltene nic! 
so hiitte es sich wohl gelohnt, mit Hilfe der entsprechenden 
optisch einmheithehen Dipeptide die Versuche zu wiederhol 
und weiter auszudehnen. 

Endlich ergab sich die Fragestellung, ob racemisclhe- 
Phenylalanin enthaltende Dipeptide, welche nicht in der Natiu 
vorkommende Kombinationen von Amiunosiiuren enthalten, 


Vel. W. Falta und Leo Langstein, Die Entstehung von 1! 
mogentisinsiure aus Phenylalanin. Diese Zeitschrift, Bd. XXNXVII, 5. 5! 


1903 Otto Neubauer und W. Falta, Uber das Schicksal ein: 
aromatischer Séuren bei der Alkaptonurie. Ebenda, Bd. XLII, 5. 4! 
1W-f. Leo Langstein und Erich Meyer. Beitrige zur Kennti 


der Alkaptonurie. Deutsches Archiv fiir klin. Medizin, Bd. LXXAY 


S. 161, 1903. 
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‘her Weise zum <Abbau gelangen, wie entsprechende Di- 
tide, deren Komponenten jedoch den in der Natur vor- 
menden Aminosiitren gleich sind. Wir haben ferner noch 
Hilfe des in Wasser auberordentlich leicht l6slichen Glyevl- 
yrosins einen welteren entscheidenden Beweis dafiir zu er- 
nven gesucht, dal die Homogentisinsiurebidung in den Ge- 


en und nicht im Darm vor sich geht. Endlich set noch 


myviihnt, dab wir Jodgorgosiure == Dijodtyrosin') verftittert 


en, um den Eintluf der Eimttihrung von Jod in den Kern 
Pyrosins auf den Abbau dieser Verbindung festzustellen. 
Ks sind folgende Dipeptide auf ihre Fihigkeit, Homogen- 
isidure zu bilden, untersucht worden: 
(rlyeyl-l-Tvrosin, 
hacemisches Glycevl-Phenylalanin, 
Phenvlalanyvl-glyein, 
Alanyl-Phenylalanin, 
Phenylalanyl-Alanin, 
Leucyl-Phenylalanin. 


bei der Darstellung dieser Dipeptide folgten wir den 
hoden von Emil Fischer. Mit Ausnahme des Glycyl-l- 


Myrosins handelt es sich stets um Racemformen. Uber deren 


~ 


figuration wissen wir nichts Bestimmtes. Wir konnen nur 
il sagen, dafh nach Versuchen mit Pankreassaft des Hundes 
nes der Phenvlalanin-Dipeptide von diesem = erheblich ge- 
ten wird. Organprebsiifte bewirken eine asymmetrische 
‘tung von dl-Alanyl-dl-Phenylalanin und von dessen Isomerem 
Vhenvlalanyl-dl-Alanin: auch dl-Leucyl-dl-Phenylalanin wird 


vgegriffen. Vom Pankreassaft sehr leicht und rasch gespalten 
rd das Glyeyl-l-Tyrosin, das bei unseren Versuchen gewib 


-einer Eintiihrung per os schon im Darm vollig in seine 
nponenten zerlegt worden ist, wiéihrend wir nach unseren 

1) Vol. Henry L. Wheeler und George S. Jamieson, Synthesis 
ddgorgic acid. American Chem. Journal, Bd. XXIII, S. 3865, 1905. 
M. Henze. Zur Kenntnis der jodbindenden Gruppe der natirlich vor- 
menden JodeiweifkoOrper: Die Konstitution der Jodgorgoséure. Diese 


ischrift, Bd. LI, S. 64. 1907 
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Erfahrungen annehmen diirfen, dab von den tibrigen Dipept) 
ein grober Teil ungespalten zur Resorption gelangt ist. Er: 
wirkt sehr langsam auf die genannten racemischen Dipep 
ein und bewirkt auch nur eine asymmetrische Hydrolyse. 

Als Resultat dieser Versueche ist anzufiihren, dag 
angewandten Dipeptide in engen Grenzen die ihr 
Gehalte anTyrosinresp.anPhenylalaninentspreche; 
Menge Homogentisinsiure leferten. Ein Einflub der Strul 
der Dipeptide war nicht bemerkbar. Dieser Ausfall der \; 
suche lefert uns einen weiteren sehr wertvollen Beweis da 
daf die synthetischen Polypeptide im menschlichen und tleris 
Organismus olfenbar in genau derselben Weise abgebaut werd 
wie die in den Proteinen enthaltenen Kombinationen der Amu 
siituren. Dieser Ausfall der genannten Versuche macht es 
wahrscheinlich, dab der Abbau der verschiedenartigen |’) 
peptide stets zundéchst zu den Aminosiiuren fithrt, und erst 
dann werler abgebaut werden. 

Sehr wichtig erscheint uns der Versuch mito subkiutima 
Zufuhe von Glyeyl-l-Pyrosin. Aueh hier tritt eine Vermel: 
der Homogentisinsiiurebildung auf doh. auch hier ist der 
rosinkomponent in gewohnter Weise abgebaut worden. 1 
Versuch scheint uns den endgtitigen Beweis daftir zu lef 
dab die Homovgentisinsiurebildung ino den Geweben vor 
eeht und cinen Defekt in) dem = endgiiltigen Eiweibabbau 
speziell dem Abbau der aromatischen Substanzen darstellt, 
alte Anschauung, dab der Darm die Stiitte dieser Anon 
sel, ist endgtltig aufzugeben. Wir wollen nach dieser Richtu 
erwithnen, dali der eine von uns bereits friiher in Gem 
schatt mit Faltaty nacheewiesen hat, dab die Bluterweibko) 
denselben Gehalt an Tyrosin und Phenylalanin aufweisen, ° 
unter normalen Verhaltnissen. Wir kénnen hinzuftigen, dah 
Gelegenheit) hatten, Haare und Nigel eines an Alkapton: 
leidenden Kindes auf thren Gehalt an Tyrosin zu untersuc! 
Die erhaltenen Mengen an diesen Aminosiiuren entsprec! 
Kimil Abderhalden und W. Falta. Die Zusammense! 


der Bluteiweifstoffe in einem Falle von Alkaptonurie. Diese Zeitsc! 
Bd. XXXIX. S. 143. 19038 
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nau der Norm. Wiirde der Ubergang der aromatischen Bau- 


soine des Eiweifes in Homogentisinsiiure bereits im Darme 
igen und noch bevor das Nahrungseiweib zu korpereigenem 
FiyveiB assimiliert ist, so miibte man erwarten, dab die Proteine 
ies Alkaptonurikers wenigstens arm an aromatischen Komplexen 
| eine Annahme, welche a prior: héchst unwahrscheinlich 
und alle unsere Vorstellungen tber die Bedeutung der 
feine im Haushailt des tierischen Organismus in Frage ge- 

t hiitte! 

Von Interesse ist der Versuch mit Jodgorgosiiure —= Dijod- 
sin. Diese Verbindung ist nach der Vorschrift von Wheeler 
| Jamieson?!) dareestellt worden. Wie Henze?) jiingst end- 
lie bewiesen hat, ist die Annahme, dab Dijodtvrosin mit 
Dreehselschen Jodeorgosiure jidentisch ist. richtig. Wie 
der unten mitgeteilten Tabclle hervorgeht, wird Dijodtyro- 
nicht zu Homogentisinsiiure abgebaut. 

Was die Versuche im eimzeinen anbetrifft, so ist zu be- 
ken, dafi der Patient stets dieselbe konstante Kost erhielt, 
Stickstoffgehall schwankte sicher nur innerhalb ganz enger 
zen, Die einzelnen Praparate wurden in Kapseln in kleinen 
lonen im Laufe jedes  Versuchstages verabreicht. Die 
schenperioden sind mit) Absicht so lang gewahlt, um jede 
hwirkung zu erkennen.  <Atutfallend ist, dab die Homogen- 
nsiiureausscheidunege trotz gleichbleibender Kost nicht withrend 

ganzen Versuches konstant blieb. Nach anderweitigen 
Erinhrungen bert Fiitterungsversuchen mit) Aminosiiuren und 
epliden erscheint uns die im Laufe der Versuche aul- 


ype] 
ende Steigerung der Homogentisinsitureausscheidung am 
nfachsten erkliirbar durch die Annahme einer allmahlichen 
Z-vjegung und Zersetzung der verftitterten Polypeptide. Ks 
dies in erster Linie fiir die offenbar ziemlich schwer an- 
ibaren Dipeptide des Phenylalanins. Es ist) nicht ausge- 
ossen, dab ein stufenweiser Abbau dieser Polypeptide zum 
<druck kommt und zwar in der Art, dab zuniichst eime 
ymmetrische Spaltung der stets racemischen Phenylalanin- 
le, 
I. ¢. 
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dipeptide erfolgt. Es wiirde dabei stets zunidchst l+Phenylalan) 


frei, wiithrend derjenige Anteil der Racemkorper, der Kory 
binationen von Aminosiiuren enthalt, die in der Natur ni 
vorkommen, widerderstandsfihiger ist und erst allmahlic 
den Geweben zerfallt. Einen direkten Beweis fir diese 
nahme vermogen wir allerdings nicht zu bringen. 

Hervorheben wollen wir noch, dab, wie friiher schon 
obachtet worden ist, mit dem Ansteigen der Homogentisinsiity 
menge auch die Harnmenge stlets zunimmet, und ferner ist ni 
ohne Interesse, daly die Ammoniakwerte mit der Meng: 
reduzierenden Substanzen im Urin ansteigen. Wir haber 
Urin speziell an den Tagen der Verabreichung der Dipep! 
auf Aminosiiuren untersucht. In keinem einzigen Fall konnie 
wir davon irgendwie in Betracht kommende Mengen isolieren. [)) 
einzige mit Sicherheit aufgefundene Aminosiure ist’ Glykok 
Ihre Menge war jedoch nicht betriiehtlicher als unter normaten 
Verhiltnissen. 

In der folgenden Ubersicht (S. 443—444) geben wir 


erhaltenen Resultate wieder. 

















Spez. Homo- oe 
Harn- genti- "| ow 

Re. SIMn-  stofl N ; 

i Siiure I] NH, 
— wicht In ™ 
(760 1022 834 1848 2,21 — 
1700 1020) «841 17,37 2,05) - 
1670 | 1023, 7.92 16.60 2.21 
2190 1016 858 18.76 2,18 . 
f940 O18 8.40 16,58 1,97 
2680 1015 10,50 18.23 1,73. — 6.0 ¢ Glyeyl-l-Tyrosin. 
(780) «©1020)0— 9.18 17,44 1,89 — 
1730 1021 844 1840 2.17 
Is3O. 1019 909 18.96 2.08 
2050 1018 1015 18.585 185 — 4.5 ¢ Glyeyl-dl-Phenylalanin 
1690) 1020 9.06 17.0) LS? - 
IkH0° «1021 R82 LS.07 204 — 
2040 1019 11,15 1942 1,74 4,9 g dl-Phenylalanyl-glyein. 
1921 1019 QA 18,33 2.01 ‘ 
[799 - QO 18.08 1.98) 1.5 
1696 1021 940 184 1,95, 1,49 
2100 10200 10.14 — 19 
700) 102 1 993 18.98 1.9L 1.36 
(610 | 1023 10.29 17,99. 1,74 1,55 
1730 |1020, 10,34 '17.9 1,73) 1,7 
1520 1022) 10,03 17,0. 1,69) 1,43 
2360 LOI9 18.14 20,15 1,538 2,27 6.0¢ dl-Alanyl-dl-Phenylalanin 
1950 1019) 10.445 18,91 1.81 1,42 
1720 1020, 940 17.0) LSL 1,52 
1900) 1019) 10.19 18.09 1.78 1.5 
2050 1026 11,84 18.59 1,57 1,74 6.0¢d]-Phenylalanyl-dl-Alanin. 
1730 1020.) 9,99) 18.89 1.89 1,36 
1670 (1023) 10,67 189 1.77 1,54 
1660 1023) 10.60 18.9 1.78 1.65 
1620 1023) 10,69 18.2 1.70 1.62 


Fortsetzung siehe niichste Seite. 
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Fortsetzung. 
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genti- 










Siri- 
saure 
eis ) : in 
wich 














1430 





LGS0) 1.68 






34. 1990) 1023. 12,98 21.0 1,62 2,038 6,0 ¢ dl-Leucyl-dl-Phenyls 






35d. 1920 1020 11,09 18.71 1,68 1,97 






11.42 19.04 1.65) 1.34 


[1.22 


10.55 


1O30) 







1700 


Poou 












1630 11.09 



























(, 1660 1022) 10,93 19.1 > 1.74 1.48 
‘a 1620 1023) 11.36 19.2 | 1.69 1.49 
(2.. 1720) (023) 11,25 201 1,78 1,59 2,0 ¢ Dijodtyrosin. 
‘.) 1810 | 1021) 10,08 18,75 1,86 1,57 
if (660) 1022. 10.03) 17.43 1.73) 1.4 


5. | 2120 | 1021 | 10.93 | 20.7 | 1.89 | 1,94 


1. 1750 1021 10,82) 18.82 1,79 1,58 
(7. 1710 1022) 12,34 18,91 1.53 | 1,51 
is 1560 1022. 10.29) 18.52 1.79 1.45 
(9. 1580) 1022) 11,08 18,49 1,67. 1,69 


db. 1800) 1021) 156.60 189) L2t 187 5 ¢ dl-Phenylalanin 
51.| 1620 | 1021) 11,7 | 17,6 | 1,50; 1,63 
d2.' 1630 | 1021) 12,43 184 | 1,48) 1,60 
53. | 1800 | 1021 | 11,51 | 19,74) 1,71 | 1,75 


Db4 1680 1022 11.08 17.98 1.62. 1.64 


Anhangsweise sei noch kurz iiber einen Fall von Alkap- 
tonurie eines Knaben berichtet, der gleichfalls Tyrosin une 
Phenylalanin enthaltende Dipeptide erhalten hat. Diese Ver 
sind von Herrn O. Rostoski auf der medizinisehen Kl 
Wiirzburg ausgefiihrt worden. Wie die unten mitgeteilte 


hy 


7 
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menstellung der Resultate ergibt, ist auch hier die Steigerung 


Ausscheidung der Homogentisinsiiure nach Zafuhr von Pyrosin 


| Phenylalanin und der diese Aminosiuren enthaltenden Di- 


ide deutlich erkennbar. Die Ausschliige sind nicht tiberall so 


fant, 


Unregelmiabigkeiten. 


f 


ates Stoffwechselgleichgewicht einzustellen. 


wie 


bel 


| ‘ 
4c 
It) 


dem oben erwiihnten Fall. 


ist dies 


Ks zeigen sich 


ohne Zweifel aut die 


vierigkeit) zuriickzufiihren, den Jungen genau auf ein be- 


Von Interesse 


ler Nachweis, dai d-Phenylalanin und l-Phenylalanin ziem- 


sleichmibig die Homogentisinsiiureausseheidung steigern, 


Beobachtung, die mit den bei der Verabreichung von dl- 


oylalanin gemachten Erfahrungen im Einklang steht. 


. 
lor 
- 


hut sei noch, dab wir bet diesem Fall von Alkaptonurie die 


Vigel auf Tyrostn 
er haben wir den Tyrosingehalt der Haare festgestellt. 


7 ¢ 


‘prult haben. 


Das 


Krgebnis war postitiv. 


Wir 


cn 3.5°%/o Tvrosin, somit denselben Wert, den das Haar 


~ 


vormaler gibt. 


Dieser Befund gibt einen weiteren Beleg fiir die 


aime, dab der Alkaptonurie eine Anomalie im intermediiren 


cibstoffwechsel und zwar offenbar in der letzten Ktappe, d. h. 


Abbau, zugrunde liegt. 








ei: \-Aus- Ned Llomeo- 
tum Menge (te- schel- schel- cinched Bemerkungen 
aung duny saure 
wicht pro die pro die In ¥ 
06. JDO L022 7 oO O.685 — 
yO) L023 8 OOD O.787 »2S8 
920) «1025 7.96 0.775 2 4 
to 1032 Qs O49 2,40 
640 1021 8.62 OS40 69 3X 1,0 ¢ |-Tyrosin 
700) 1020) 831 OSD 1,69 ad 1.0 ¢ 1-Tyrosin. 
DSO 1022 787 3.64 
(10 1026 7,69 0.774 2 4 
699 1023 8,78 884 ea | 
660 1022 RPDS O.690 3.39 6 X05¢ Phenylalanin. 
500) 1027 SOLED 0.748 4.22 10“ 0.5¢ Phenylalanin. 








Ciel 
_—~ 
_— 

—* 
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. gentisin- samt 
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in g 











' 06.) DOO) 1026 8.522 2 73 






O.855 






0.769 





600 1020 5.796 3.03 0.5591 10X05 g Glycyl-l-Ty 






LetztesPulverabends w 
erbrochen, dabei 
zugleich Mageninha 
dem kurz vorher ¢ 
menen Abendessen 













































































i9.V 1250 1016 12.625 6,44 1.309 10% 0.5 ¢ Glyeyl-l-Ty 

20.) S40 1OLl- S492 B.D 1 O87 

21. V. TOO LOLS S802 3.54 0.828 

22.V TOO LOL7T S&.B06 B16 O.760 

3 V. 7H0 | 1018) 8.420 DAS O74) 

24. V. 720) 1020 8224 3.71 O75 

25.V 1000 1014 8470 5.05 0.789 10X05 g dl-Pheny lala 
glycin. 

26.V 950 Old 11.235 4,79 0.943 10° 0.5 ¢ dl-Phenyla! 
glyein. 

27.V. 7) 1022 8.634 3.61 695 

98 \ DW) L025 8.640 2.16 ? 

29) DBO 1024 8.637 1.96 O.S45 

BO0.V. 650 LOLS 7.870 2 21 O.796 

31.V 630 1023 8.650 Z.ée2 O.744 

1. VI. S00 1017 S982 2.14 O860 7X05 ¢ dl-Leucyl-d! 
nylalanin. 

2. VI. 730) 1018) 9.453 3.01 0,922 10 0,5 g dl-Leucyl-dl-! 
nylalanin. 

3. VI. 680 1016 8420 203 O.688 

4 VI. RHO 1014 9415 2 49 O77 


Fortsetzung siehe niichste de! 








esti ‘niger Dipeptide des Tyrosins 1 Phenvlalani . thd 
\bbau emiger Ipeptide aes yrosims unt lenvViaianins USW. ti 


Fortsetzung. 





Homo- (ye- 


gentisin- | samt 
im Menge Ge- | samt- 7 Bemerkungen 
siiure  Ammo- 





wicht N a aN 
in ¢ niak 
v1.06. 870 1017 8.900 —- 7-41 
\] 600 1018 &.000 2 D4 O68 
\ | DVO 1021) 7,829 2,21 0.524 
~\I 720, 102000 8,687 2.49 OT 4S 
4 84) 1022 8425 15d 0.423 
4 TRO 1021 8.356 26D 0.694 
VI. ROO 1015 8.736 1.48 0.451 
VI 700 1020. 8.873 2.08 O.615 
‘4 730) 1023 8307 2.03 O.OS89 
VI S60 L017 9-415 5.29 0.634 2X0 ¢ d-Phenylalanin. 
\ | SOO 1017 S807 3.13 0.740 
V1 700) 1017) 8790 3.86 0.633 
| TOO 102000 91835 4,35 0.732 30,5 g I-Phenylalanin. 
yi. FOO 10200 9.526 3.25 O.710 
¥ HOO | 1024 8,040 2 94 O.394 


‘E? 620 1022. 9.417 2.04 0.750 





Uber Koilin. 
Von 
K. B. Hofmann und Fritz Pregl. 


dem Institut fiir medizinis 


(Der Redaktion zugegangen 


ks ware von grobtem Interesse, durch die lange li 
der Lebewesen hindurch, die mannigfachen Gewebsbildner yon 
Gesichtspunkte der Entwickelungsgeschichte aus untersuc! 
zu konnen. Wie die Pflanzen und Tierformen= sich allmiéil 
dilferenziert haben, so mub sich einmal, sollte man meu 
auch ein allmihlicher Ubergang der die Gewebe konstituier 
den Stoffe nachweisen lassen — eine Riesenaufgabe der Z\ 
kuntt, deren L6sung wohl zum Verstiindnisse jener Dilfe: 
zierung des Protoplasmas beitragen dtirtte. Die gemalen U 
suchungen E. Fischers tuber die Spaltungsprodukte der 
weibkorper und ihren Aufbau berechtigen) zu der Totth 
dah man Weegee finden werde, die genetische Zusamme! 
horigkeit der’ Protemstoffe verstehen zu lernen, und damit 
befriedigendere” Eimteilung derselben, als bisher moeglich 
Zuo gewinnen. 

Zwei Gebilde, die genetisch und funktionell zwischen 


iibrigen Sekreten und den Geweben stelhn, sind die mem) 
testacea (Eihaut) des Vogeleies und die hornige Auskleid 
ersturrte Drtisensekrete, und 


des Vogelmagens heides 


solche unter den anderen Sekreten cine Sonderstellung 
nehmend. Die erstere zihlt man bekanntlich zu den Kerat! 
obwohl manches dagegen spricht, die andere kOnnte nach th 


Aussehn im feuchten Zustande auch dafiir genommen werd 


' Curscehmann hielt sie sogar fiir Chitin oder einen diesen 


wandten Stoffl 
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rrocknet ist sie aber sprode, etwa wie trockener Leim oder 

ckenes Eiweib: also ganz verschieden von den typischen 
Keratinen. Es lag die Vermutung nahe, dali dieser Stoff den 
ten Eiweibsubstanzen noch nither stehe, und er noch nicht 
veil umgewandellt sein dirfte, als etwa die Keratine, Elastin 

‘jhnliche AbkOmmlinge der Eiweibe. 

Von diesem Gesichtspunkte aus haben wir, soweit dies 

den gegenwiirtigen Mitteln moéglich ist. die vorliegende 
fersuchung ausgefihrt. Die Fragen, die wir uns vorgelegt 
en, lauten: 

a) wie nahe steht der Stoff, der die Cuticula des Vogel- 
wens bildet, den echten Eiweiben: 

b) besteht eine nihere Beziehung zwischen diesen beiden 
sekreten: der membrana testaecea (dem erhiirteten Sekrete der 

ferdriisen) und der Cutieula des Vogelmagens.!) 

Die Tatsuche, dai der Magen der meisten Voégel mit 
er hornigen Haut ausgekleidet ist. entging schon dem scharf- 
hachtenden Aristoteles nieht. 2) 

Wir haben, um einer ktinftigen Einreihung in die Pro- 
gruppen nicht zu priijudizieren, den Stolff «Koilin» ge- 
nt. nach der griechischen Bezeichnung der Magenhohle (Kota). 

Die teleologische Bedeutung der Auskleidungsmembran be- 
ht darin, dab sie in dem Muskelmagen. wo dieser ein wahrer 

Kanapparat ist, dem Geschiifte der Zerreibung der Nahrungs- 
fel dient. Dementsprechend haben die krebsfressenden kis- 
vel eine stirkere Cuticula, als die fleischfressenden = z. b. 
edo ispida, der «KOnigsfischer», bei dem nur weiche Wiilste 


YY Curschmann hilt die Faden der cuticula fiir sehr Alnlich 
membrana testacea der Plagiostomen. 
7) Arist. Hist. Animal., Il. 17. thy d€ Koitiav oapKwdn Kai oTippav 
tTAeloToL isc. Opvidec) ExoudL, Kal EOwHEV dEpua loyupoOV UPaipovUEevoyv 
ToU oapKWdouc. (Den fleischigen, derben Magen haben die meisten 
iimen und innen eine starke Haut, die sich vom fleiscligen ablésen 
— Weniger sorgfiiltige Beobachter meinten, diese Membran werde, 
das «Gewdélle> der Raubvégel ausgeworfen (Galli gallinacet ex ven- 
ilo interiore membrana, quae proici solet. Marcellus Empir. ce. IX. 
). Mach Marcellus gof§ man die mit warmem Wein zerriebene 


bran, mit etwas Opium versetzt, bet Ohrenfluf{ ins Ohr. 
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vorhanden sind: bet den Lasseres, die sich von Koérnern niilipey, 
ist die Cuticula stirker und derb: bei den Insektenfressery 
ist sie schwitcher: am schwiichsten entwickelt) bei Manwev./j, 
und Seleucides. die sich von Friichten néhren. Die Raptor 

die KReiher, die Ruderfiibler (Steganopodes) bendtigen bei ili 

Hleischnahraung keine solche Auskleidung.') 

Molin?) war der erste, der die Cuticula des Mus! 
mugens als das erstarrte Sekret eigener Driisen erkannt 
Dementsprechend besteht sie aus strukturlosen Fiiden, die iy 
Curschmann®) durch eine Kittsubstanz zusammengeklebt si 
Das Sekret erstarrt schon in den obern Partien der Driise 
schliuche. In dem Mabe, wie durch mechanische Abniitzusney 
die Obertliche des Belages abnimmt, werden die Fiiden 
den Driisen nachgeschoben. Curschmann stellt diese funk: 
nelle Erscheinung mit dem Wachstum der Nageziihne der {(o- 
dentien in’ Paratlele. 

bei unserer Untersuchung fragte es sich zuniichst, 
wenn eine Kittsubstanz4) vorhanden ist (wie dies von Curse! 
Inann angegeben wurde), diese die HKesultate wesentlich 
einflussen wiirde, oder ob und wie man sie vom Koilin trenne 
konnte. Der Vorschlag Curschmanns, diese durch konzen- 
zentrierte Kalilauge zu entfernen, ist nicht) brauchbar, 
dadurch auch das Woilin tiefgreifende Veranderungen erfiili! 
Konzentrierte) Essigsiiure scheint ohne Wirkung zu sein. \\ i 

1) Ber Strutfvo camelus ist die Membran stellenweise bis 1.5 en 

Sugh stomachi deglt ucelli. Denkschriften d. Wiener Akad 
Wissenseh. L852, Bd. Ul. 

%) Zeitsehr. f. wissensch, Zoologie [1866], Bd. AVI, S. 224th 

Nach freundlicher Mittetlung der Herren Kollegen R. Stumm 
R. vo Treuinfels hat sich die in Rede stehende innere Auskleidu 
membran eines Hilnmermagens, der frisch in Pikrinsalpetersiiure ko 
viert, und der nach Einbettung in Celloidin geschnitten und teils 
Héimatoxvilineosin, teils nach Van Giesson gefiirbt worden war, hom 
erwiesen und keinerlet Anhaltspunkte far das Vorhandensein = i 


welcher Zwischensubstanz ergeben. 


, . 1’ 
ft ul 


DO e Kolin in’ 50 cem einer 50° cigen Kahlilauge 2 
bei gewOhnlicher Temperatur stehen gelassen, hinterlief nur 12,2 ¢ fh 
stand: 50 ¢ Koilin unter gleiechen Umstinden mit LOO cem 25°%/oiger | 
19,7 


lauge linterlef 
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vorsuchten es mit 5- und mit 10°/oiger Salzsiiure, in der das 
cpobkérnige, gereinigte Koilin durch sechs Tage maceriert wurde. 
Anscheinend erfuhr es nur eine Quellung:; tatséchlich enthielt 


stiirkere Saure eine geringe Menge eines syntoninartigen 


e 


‘fes: das Koilin selbst gab nach dieser Behandlung andere 


¢ 


tickstoffzahlen als das urspriingliche. 
I. Mit 5° o1iger HCL behandelt: 
0.3426 g gaben (bei 727 mm und 17" C.) 46.4 com N, 
entsprechend 14,60°/o. 
ll. Mit 10°,oiger H@€L behandelt: 
0.355 g gaben (bei 728 mm und 17,58 C.) 42.8 cem N, 
entsprechend 13,57 ° o. 

Dies entspricht, gegeniiber dem = unveriinderten Koilin 

\ = 15,60°/0), emer Abnahme von 1°o0 bezw. 2°. Auch 
Zahl fir den Kohlenstoff (50,77 °/0) weicht betrichtlich ab 
el unverdindertem Koilin 53,32). 

Das gereinigte Hithnerkoilin zeigt untereinander so gut 
mmende Resullate, dai man vermuten darf, die in) ver- 
siedenem Grade der «Verhornung» befindlichen Partieen seen 
it wesentlich verschieden, sondern unterscheiden sich nur 
ch eien verschiedenen Quellungszustand. 


Hedenius?) Hofmann und Pregl! 
C 03,21 53,32 ° 
H 44° 6.799 
N 15.78 %/o Ld.608 9 
S 113° 1.30% 
Asche O47 ° 0 (0,24 °/o 


Die Zahlen von Hedenius sind das Mittel aus drei gut 
mmenden Analysen: die unsern aus zwet Analysen. 

Der Umstand, dai das Koilin ein Sekret ist, lat) kaum 
en Zweifel tibrig, dali es trotz der gut stimmenden ana- 
ischen Zahlen doch kein einheitlicher Stoff ist. Sein Ver- 
ten gegen Alkalien und Siiuren, seine Unloslichkeit in in- 


Auf Hedenius Untersuchung in Hammarstens Ausziigen (Maly, 
esber., Bd. XXII, S. 265 ff.) sind wir erst aufmerksam geworden, als 
e Arbeit nahezu abgeschlossen war. Sie ist wohl micht tubertlissig, 


ins neuere Untersuchungsmethoden zur Verfiigung standen 


2 
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Ciel 
a 
~ 

to 


befindet sich ihm gegeniiber in gleicher Lage, wie bej 
Albumimnoiden. Unter diesen Verhiltnissen ersehien die 
lyse des Koilins verschiedener Vogelarten interessant. 


standen auber dem Haushuhn nur das Perlhuhn, der Fas:n. 
die zahme und die Wildente (Anas bosehas) und das schwarze 
Wasserhuhn ¢hvlica atra) zur Verfiigung. Nachstehend 


Zusummenstellung der Resultate der Analysen: 


differenten Losungsmitteln schliebt Trennungsversuche aus. 






AT 


Man 





ailen 
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And- 
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In Prozenten 
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15.60 
15.61 
16,12 


15.50 


53,32 6,79 
52.53 


52 4 








Haushuhn 


Perlhuhn 









6.8) 











Fasan 6.07 


Zahme Ente... ae a eee 90.99 
Wildente or ere oe chy eee ecu D301] 6.76 16,41 1.30 


6.42 











Fulica atra ......-s«s-e- « | 0166! 6.78 | 1428) 2.11 





16.88 






Hase huhn! 











Obwohl ber den versehiedenen Proteinstoffen die 


zentische Zusammensetzung nur innerhalb geringer Gre 
schwankt, so kann man doch nicht zweifeln, dab die des Koi! 
der Zusammensetzung der echten Eiweibstolfe niiher steht. 
jener der Keratine. Sie stimmt am besten mit der des 
brinogens (llammarsten), des Serumglobulins und Seri 


albumins. Das Eieralbumin ist um ungefahr 42° o reicher 

























ry? 
; 










Wasserstofh (Mittelwert fiir Koilin aus obigen Zahlen 6.71 


fiir Kieralbumin aus den bet Cohnheim, Eiweibkorper, 2. 


+ 


| 
S. 162. ungegebenen Werten 7,18, wobei nur eine einzige An- 


gabe unter 7°%o.) Bet Serumalbumin (nach acht Angaben 


der Schwefelgehalt hoher als bei Kolin: 1,73—2,51 Zul 1.3—1,. ) 


wo wir von dem bei Fulica gefundenen Wert absehen miis=' 


weil die Analyse nicht wiederholt werden konnte. 


Betriichtheh stirker weichen voneinander die Werte 


Koilin und die Keratine ab: 


'; Vom Haselhubn (T'etrastes bonasa) reichte die Menge mul 


ie Stickstoff- und Schwefelbestimmung. 
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Koilin Keratine 

¢ D227 DO.659—51 00 

: H 6.71% 6.36— 6.94 
N 15,51" 17.14—17.51 

Se 1.14°%o 2 SO — FO 


(N und S ohne Einbeziehung der Werte des Fulica-Koilins 


Danach wird man jedenfalls geneigt sein, das Koilin naiher 
die echten Eiweibstoffe zu reihen. 

Zum behufe der Reinigung des Koilins wurden die Magen- 
ite zuerst einer mechanischen Siiuberung unterzogen, dann 
‘rrocknet, grob gepulvert, mit 1° oilgem Ammoniak einige Tage 
iceriert, sodann mit verdtinnter Essigsiiure und Wasser sorg- 
‘lig ausgewaschen, wieder an der Luft getrocknet und nach- 
inder mit Alkohol und Ather extrahiert, 


Loshehkeitsverhiltnisse und allgemeine Eiweils- 


reaktionen. 


Das Kolin ist auch in kochendem Wasser unl6sheh. In 
(O°%/oiger Alkalilauge ist es, selbst in der Siedehitze, 
demleh schwer, in verdiinnter, etwa 10° oiger. lereht l6slich: 
Verhalten, wie es iihnlich die roten BlutkOrperchen zeigen. 
i den Keratinen verhilt es sich umgekehrt: wiihrend 10° oige 
ilauge dasselbe nur in der Siedehitze lost. geht es in 20° viger 
ive schon in der Wiilte in Lé6sung (H. Smith). 
Von verdinnter Salpeter- und Schwetelsiure wird 
wenlg angevriffen: kochende Salpetersiiure [6st das Koilin 
citronengelber Farbe: aus der L6sung wird es dureh Neu- 
lisation zum grobten Teil wieder ausgefallt; der Schaum fiirbt 
1 dabei orange. In kochender konzentrierter Scliwefelsiiure 
-t es sich rasch mit braunroter, in kochender konzentrierter 
Salzsiure mit amethystblauer Farbe (Liebermann). Von Eis- 


essig wird es selbst bet l&éngerem Kochen kaum angegriffen: 
zen Verdauungsfermente ist das Kolin (zum Unterschiede 

n Elastin) ebenso resistent, wie die Keratine. 
Die alkalische Losung gibt sehr schon die Biuretreaktion. Mit 
hisessig gekocht wird das Koilin auf Zusatz von konzentrierter 
~chwefelsiure burgunderrot. Die Millonsche Reaktion und 












k. B. Hofmann und Fritz Pregl, 


die Tryptophanreaktion!) fallt positiv, die Molisehse}, 


Furfurolreaktion negativ aus. Dies stimmt schlecht zu der 2 
nahme, dab die Liebermannsche Reaktion durch Abspaltu 
von Furfurol aus einer Kohlehydratgruppe zustande komyy! 
Kine darautf besonders gerichtete Untersuchung erweist. 1) 
lich das Fehlen dieser Gruppe im Koilin. 

Kolin enthilt bleischwérzenden Schwefel. 


Albuminatartiges Produkt des Koilins. 


Liibt man schwache Kalilauge bei Zimmertemperatur 
Koilin einwirken, bis es gelést ist, so werden Stoffe gebildet, 
die ihren Eigenschaften nach zu den Albuminaten gerechnet 
werden diirfen. Um ein klares bild dieser Hydrolyse zu ey- 
halten, wiiren eingehendere Untersuchungen notig. als es 
dem Plane dieser Arbeit lag. Die Zusammensetzung diese: 
Reaktionsgemenve richtet sich wohl nach der Starke der ver- 
wendeten Lauge, nach der Temperatur und der Dauer ¢ 
Kinwirkung. Nachstehend die Zusammensetzung eines. solclien 

Koilin-Albuminats 
Die Substanz war bei 100° bis zur Gewichtskonstanz & 
trocknet. 
O.121 g gaben 0,240 g CO, und 0,078 g H,O 
30.3 com N (bet 729 mm und 15.89 C.). 
0,093 g BasO, 
0.005 » >» 
0,002 » Asche. 
Daraus berechnet sich fiir die aschefreie Substanz: 
C = 5430°/o 
H 7,22 °'o 
N 16,21 °/0 
S ==  O,486°o (im Mittel). 

Sonach ist mehr als die Hilfte des Schwefels bei diese: 
Behandlung abgespalten worden. Die Verschiebung der iibrigen 
prozentischen Verhaltnisse ist: unbetrachtlich. 

a Te 
Koilin Ll: 7a 
Albuminat 1: 7 


' Frich Rhode, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV. S. 161. 
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Das Produkt ist in Wasser unléslich, in Salzsiiure und 
Alkali leicht I6slich. Es gibt die Biuretreaktion mit dem den 
tiven Eiweiikorpern eigentiimlichen violettblauen Stich. Fiigt 
man zu der mit O,1° oiger Salzsiure hergestellten LOsung Pepsin, 
-) erfolgt ein weiterer Abbau. Nach 24sttindiger Verdauung 
ait Pepsinsalzsiure bei 38° C. kann man das Auftreten reich- 
her Mengen von Albumosen beobaechten. Neutralisiert man 
= Verdauungsgemisch, so erhilt man einen Niederschlag mit 
len FMigenschaften des urspriinglichen Albuminats und ein Filtrat, 
dureh Hitze nicht koaguhert wird, wohl aber, mit Ammontum- 
silfaut gesiittet, einen reichlichen Niederschlag von Albumose 
hefert. Die davon abfiltrierte Fltissigkeit gibt) keine Biuret- 
reaktion: der in Wasser geléste Niederschlag zeigt sie mit der 
arvakteristischen Rosafiirbung. Aus diesem Befunde ist zu 
cern, dab, wie tbrigens zu erwarten war, bei der Einwir- 
» der Lauge kein tiefgreifender Abbau des Koilins statt- 
lef und dai die erhaltenen Produkte threm Verhalten nach 
mi ourspriinglichen Koilin noch sehr nahe stehen und weit 
er Zusammengesetzt sind, als die unter dem Sammelnamen 
Albumosen und Peptone zusammengefabten KOrpergruppen., 
\lerkwiirdigerweise wirkt Pankreasextrakt fast gar nicht. Zum 
lniersehied von Kotlin wird das aus Horn dargestellte Neu- 
rullsationsprazipitat durch Pepsinsalzsiiure selbst bei dreitigiger 
Wirkung so gut wie gar nicht angeeriffen. 

Zu iihnlichen Resultaten gelangt man bei Darstellung der 
A\imidprodukte. Es wurden 2 ¢ Koilin mit 50 ccm Wasser 
rch 4 Tage auf 130° im zugeschmolzenen Rohre erhitzt: es 
ste sich bis auf einen geringen kohligen Rest zu einer licht- 
aunen, schwach griin fluoreszierenden Fliissigkeit, von Pyridin- 
uch (offenbar aus den dem Rohre unmittelbar anliegenden 
Partien des Koilins stammend). Beim Offnen des Rohrs war 

i gesteigerter Gasdruek und kein Geruch nach Schwefel- 
sserstoff wahrnehmbar: beides im Gegensatz zum Keratin. 

Diese Losung gerinnt nicht beim Kochen, zeigt mit Blei- 

fat keine Schwarzung, gibt nicht die Moliscehsche, dagegen 
schon die Millonsche Reaktion. Die Biuretreaktion ist 


schwach. 
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Sie wird, hinreichend langes Erhitzen vorausgesetzt. w 
durch Ather noch durch starken Alkohol (bis auf eine schwy 
Opalescenz) gefallt. In diesem Verhalten gleicht sie den W jt) 
schen Albumosen, der Neumeisterschen Atmidalbumose 
Bauerschen Atmidkeratose. Die dem Atmidalbumin und At; 
keratin entsprechende Vorstufe, die durch starken Alkoho! 
bar ist, scheint durch das langere Erhitzen schon hydroly: 
worden zu sein. Die «Atmidkoilose» gibt mit Salpetersiéiure | 
Fiillune, die im Uberschu8 der Siiure leicht lOslich ist (ele 
falls im Gegensatz zum <Atmidalbumin und Atmidkeratin), 
mit unzureichender Menge von Salpetersiiure entstandene Nii 
schlag lost sich beim Kochen auf. Die Fltissigkeit triibt 
wieder beim Erkalten: auf Zusatz von Wasser enutstehen or; 
gelbe Flocken. Durch dieses Verhalten unterscheidet sich 
Atmidkoitlose von Deuteroalbumosen. Der Salpetersiiurenieder- 
schlag lost sich klar in Alkohol, ein Verhalten, das die aus 
Serumaibumin erzeugte Atmidalbumose zeigt. nicht aber 
aus Eieralbumin. 

Die Atmidkoilose ist durch Essigsiiure fiillbar: der 


2 


derschlag lést sich im Uberschuf des Fiillungsmittels, a 
der Atmidalbumose und Keratose und der Albumose,. die d 
Erhitzen von Serumalbumin mit Wasser bei 150° (will 
16 Stunden) entsteht (W. Sehmid). Setzt man zu der Los 
das cleiche Volumen Chilornatriumliésung und koeht, so 
steht (zum Unterschiede von der Keratose) keine Triil 
fiet man hieraut Essiesiiure zu, so entsteht ein starker Nied 
schlag, der auch im Uberschu’b der Essigsiiure. selbst 
Kochen nicht velost wird. 

Metaphosphorsiiure gibt einen beim Kochen sich loser 
Niederschlag, der aber (zum Unterschied von den sekundi 
Albimosen) sich beim Erkidten nicht wieder bildet. Mit Ta: 
erhiilt man einen dichten, feintloekigen Niederschlag, der 
beim WKochen lost, beim Abktihlen wieder ausscheidet (Pick- 
sekundire Albumose A). Ei gleiches Verhalten zeigt der - 
derschlag mit’ Pikrinsiure. 

Mit Kaliumaquecksilberjodid entsteht eime Triibung : 


Zusatz von Salzsiiure ein massiger Niederschlag, der sich s: 
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reichlichen Uberschul der Siture nicht lést. dihnlich wie bei 
‘ks sekundiérer Albumose <A. ‘') 

Diese Reaktionen gestatten wohl die Annahme, dab die 
nidkoillose, wie sie unter den von uns eingehaltenen Bedin- 
en entsteht, ein Gemenge sekundiirer Albumosen ist; wiéh- 
d eine Protalbumose nicht nachweisbar war 


Priifung auf Kohlenhvdrat 


Die Priifung auf eine im Koilin etwa anwesende hKohlen- 
iratgruppe wurde an zwet Proben vorgenommen. 


~» 


I. 2Og Koilin wurden nach Neuberg?) mit 25 cem Brom- 
--erstoffsiure (spezilisches Gewicht 1,49) tibergossen, 24 Stun- 
lang stehen gelassen: die LOsung mit 80 ccm Wasser verdtinnt 
{ mit etwas Tierkohle 23/2 Stunden am Riicekilubkiihler er- 

Das Fiitrat wurde mit Bleicarbonat von der Siiure be- 

und neuerlich filtriert. Aus diesem Filtrat wurden die 

veiBstoffe mit Phosphorwolframsiiure und sodaun der Uber- 

uf dieser entfernt. Das neuerliche Filtrat gab mit Feh- 
oscher Losung ein negatives Hesultat. 

HW. Es wurden 40 ¢ Koilin mit 50 cem Bromwasserstotl- 

re wie ber der friiheren Probe behandelt. Da zur Besel- 

sung der (albumoseartigen?) Eiweilistoffe viel Phosphorwolf- 

msiure benotigt war, wurde diesmal das nach Behandlung 

Bleicarbonat erhaltene Filtrat mit Bleiacetatios ing versetzt, 


ahig 


e als noch ein Niederschlag entstand, dann fillriert: das 
rat wurde mit TanniniOdsung gefiillt, um den Lest der <Al- 
mosen zu entfernen, wobei sich noch ein ziemlich reichliches 
lerschlay bildete. Das tiberschtissige Tannin entfernte man 
ch Schiitteln mit frischem Eieralbumin. Das neuerliche 
rat wurde auf dem Wasserbade zum dicken sirup) einge- 
und dieser mit kKochendem Alkohol wiederholt ausgezogen: 
alkoholischen Ausziige zur Trockene eingedamptt und der 
ekstand in wenig Wasser geloést. Eime Hilfte diente zur 


Diese Zeitschrift, Bd. XXIV. S. 270 ff. Wir halten die unter dem 


en «Albumosen» zusammengefaften Produkte micht fur einhelthe 


er. 


*) Hofmeisters Bettrage. Bd. Il S. 2Ob. 
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Trommerschen Probe: die andere zur Darstellung von Osayz 
Beide Versuche ergaben auch diesmal ein negatives Resi!! 


Die Monoaminosiiuren des Kollins. 


Deren Isolierung erfolgte nach der Estermethode 
Mmil Fischer mit Ausnahme des Tyrosins und des Cyst; 

In Arbeit genommen wurden 300 ¢ lufttrockenen Ko) 
mit einem Wassergehalt von 15,98°/o und O.83°%o Asche: 
entsprechen daher 300 ¢ des lufttrockenen Praparates rund 25) 
(249.635 ¢@) organischer Trockensubstanz. 

O.S8297 & verloren durch Troeknen bet 120° 0.1326 ¢ iW 
hinterieBen nach dem Veraschen 0.0069 @ Asche. 

Die Hydrolyse wurde durch S8sttindiges Kochen mit 900 cc 
konzentrierter Salzsiiure durchgefithrt. Nach dem = Eimengen 
der salzsauren Hydrolysenfliissigkeit im Vakuum bis zur Si: 
konsistenz erfolgte die Veresterung durch UbergieBen mit G00 © 
Athylalkohol und Einleiten von trockenem Salzsiiuregas bis 
Siittigune. Nach dem Abdestilieren des Alkohols wurde = die 
Veresterung nochmals wiederholt, und der neuerlich erhaltene 
Destillationsriickstand zur Gewinnune der freien Ester verwencde! 
Ihre Infreiheitsetzung erfolete durch Zusatz von Natronlau: 
und geglihtem Kalltumcarbonat unter starker Kithlung. = Zur 
erschOpfenden Ausschtittelung der freien Monoaminosiiureesi« 
waren 51 Ather erforderlich. Die mit gegliihtem Natriumsu!!s! 
eetrocknete iitherische Losung der freien Ester hinterlieb nach 
dem Abdestillieren 224 ¢@ Rohester. Die fraktionierte Desti- 
lation dieser erfolgte im Vakuum einer guten Wasserstrahlpumpe 
bei einem Druck von 11 mm Hg und ergab folgende Ausbeuten 

Fraktion bis 65° (Temperatur des Olbades) 

123° 
[kOe 


Destillationsriickstand 


1. Fraktion (bis 65°). 


| 


Diese Fraktion bestand zum groften Teil aus Ather tu 
Alkohol, denn beim Abdampfen derselben mit konzentrierter 


Salzsiiure hinterblieben nur 0,2 ¢ eines Riickstandes, der ne 








- — sie 
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1 Verestern mit absolutem Alkohol und trockenem = Salz- 
regas und nach dem Impfen mit einigen Krystiillehen von 
jinesterchlorhydrat und mehrtaégigem Stehen in der Kiilte 
einem Krystallbrei erstarrte. Diese Krystalle wurden mit 
gleichartigen Krystallisation aus der niichstfolgenden Ester- 


ktion vereinigt und weiterverarbeitet. 
2. Fraktion (von 65° bis 123°). 


Statt eine Scheidung in versehiedene Esterfraktionen schon 
der Destillation vorzunehmen, zogen wir es hier vor, eme 
ennung auf anderem Wege zu erzielen, indem wir uns dabei 


die Beobachtung des einen von uns (Pregl) stiitzten, die 
bei andrer Gelegenheit gemacht, dafi der Leucinester dem 
Wasser verdtinnten Estergemenge durch Ausschitteln mit 
A\ther entzogen werden kann, withrend die Ester der tibrigen 
Amiunosituren in der wiisserigen LOsung verbleiben. 
Demzutolge wurde die Gesamtmenge dieser Esterfraktion 
a) mit der dreifachen Menge Wasser yerdiinnt. die erhal- 
ine Losung mit dem g¢leichen Volumen Ather zweimal tiichtig 
sceschtttelt und die vereinigten iitherisechen L6sungen dreimal 
destilliertem Wasser gewaschen. 
Dadurch wurde eine Trennung in zwei Unterfraktionen 
erzielt: 
{. Fraktion 2a. der Destillationsriickstand der iitherischen 
Ausschiittelung, 
2. Fraktion 2b, die vereinigten wiisserigen LOsungen. 


Kraktion 2a. 

Der Destillationsriickstand der iitherischen Ausschiitte- 
ingen wurde mit der fuiinffachen Menge Wasser durch 7 stiin- 
ives Kochen am RiickfluSkiihler verseift und danach dureh 
teinanderfolgendes Eindampfen, Absaugen, Waschen mit Al- 
hol und wiederholtes Einengen der Mutterlaugen zur trockenen 


Arystallmasse verarbeitet. 
Die feingepulverte Krystallmasse wurde iiberdies mit der 
yiachen Menge absoluten Alkohols ausgekocht. Sie bestand 


nur aus Leuein, von dem 25,5 g isoliert wurden. 








460) K. Bb. Hofmann und Fritz Preg!], 


Q154% ¢ leferten ber der Verbrennung 0,1368 g H,O und 0,3120 . 
Berechnet fur C,H NO,: Gefunden: 
d4.92°/o C und 9,99°/o H. 54,.97°'o C und 9,89°%/o HL. 

Das isollerte Leuein schmolz bei 295° und stellt en 
menge des gewOhnlichen Leucins (a-Aminoisobutylessigsii 
und des von Ehrlich?) zuerst in der Melasseschlempe au 
fundenen soleucins (a-Aminomethylithylpropionsiiure) dar, 
das daraus durch Kochen mit gefailltem Kupferoxvd dargest 
Kupfersalz erwies sich als zum Teil loslich in’ Methylalko 

Kraktion 2p. 

Die bei dev Ausschiittelung mit Ather erhaltenen, verein 
wiisserigen Losungen der Aminosiureester wurden ohne 
teren Zusatz durch 7 Stunden unter Riiekflub gekoch! 
ebenfalls durch aufeinanderfolgendes Eindampfen, Absau 
Wasehen mit Alkohol und weitere Verarbeitung der Mut! 
laugen zur trockenen Krystallisation verarbeitet und eben! 
in feingepulvertem Zustande mit absolutem Alkohol ausgek: 
Schon eine Vorprobe zeigte die Anwesenheit von Glyecin 
und zum Zweeke semer Abscheidune wurde die gesamte ky 
Stallisation mit absolutem Alkohol tibergossen und durch 
leiten von trockenem Salzsiiuregas verestert. Naeh dem 
damplen im Vakuum wurde nochmals verestert, mit) en 
] 


Krystaillen Glycinesterchlorhydrat) geeimpft, und in der kK: 








mischung durch mehrere Tage stehen gelassen. Auf dies 


Weise konnten 3 2 Glyemesterchlorhydrat) gewonnen wei 
(FF. = 144°. 
O198O0 ve lieferten 0.2035 ¢ AgCl 

Berechnet fir CyH,O,NCI: Grefunden : 

25,40 Ci. 25,41°%o Cl. 
Die Mutterlaugen vom Glyeinesterchiorhydrat wurden 
rauf unter vermindertem Druck moglichst stark eingedia 
der Riickstand in Wasser gelost. und wiederholt und anhalle 
mit neuen Mengen von Bleioxvd gekocht. Das Fiitrat 
ibersclitissigen Bletoxyd und dem gebildeten Bleichlorid Le 
nach dem Entbleien mit Schwefelwasserstoff und Abtilt 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 1809 (1904 
KE. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S. 593 (190 
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- Schwetelbleies beim Einengen im Vakuum eine Krystall- 
isse, aus welcher durch fraktionierte Krystallisation noch 
(5 g Leucin und 12.5 ¢ Alanin isoliert werden konnten. 
0.1467 g leferten O1042 g¢ H,O und 0.2170 ¢ CO, 


Berechnet fiir CJH.NO,: Gefunden: 
(0.42% Cound 7.92% 0 H. 40,540 Cound 7,95° 0 H 


Kraktion 2e. 

Die beim Auskochen der Fraktionen 2a und 2b mit ab- 
autem Alkohol erhaltenen alkoholischen L6sungen, sowie die 
ten, nichtkrystallisierenden, in Alkohol léslichen Mutterlaugen 
rden vereinigt und dienten zur Tsolierung der a-Pyrrolidin- 
onsdure. Durch Abdestillieren des Alkohols im Vakuum, 

\ufnehmen des Riiekstandes in absolutem Alkohol, Abfiltrieren 
in der Kiilte ungelost Gebliebenen, und durch dreimalige 
derholung dieses Vorganges war ein Riickstand zu erhalten, 
sich in der Kitlte in absolutem Alkohol restlos loste. Diese 
sung hinterlieh, im Vakuum tiber Schwefelsiiure eingedunstet, 
en Riiekstand im konstanten Gewieht von 12.5 ¢. Dieser 
kstand besteht bekanntlich aus cinem Gemenge von race- 
hem und aktivem Prolin, die leicht durch die Kupfersalze 
rennt werden konnen. 

“Zu ihrer Identilizierung wurde der Riickstand in Wasser 
st und mit tiberschtissigem, gefalitem Kupferoxyd anhal- 
| gekocht. filtraert und das Wasser im Vakuum = vollig ab- 
lilliert. Von dem tiefblauen, zihen Riiekstand lOste sieh nur 
Teil beim Auskochen mit absolutem Alkohol: der andere 
eb krystallinisch zurtick. Das ungel6st geblicbene Kupfersalz 
fe nach dem Umkrystallisieren aus Wasser die Kigenschaf- 
und die Zusammensetzung des racemischen Prolinkupfers. 

O175¢+ ¢ verloren unter \Violettfirbung beim Trocknen im Vakuum 
lOO" QOL94 & an Gewicht und hinterhiefen nach dem Veraschen 
7 « CuO. 


rechnet fur C,,H,,.N,O,Cu +- H,O: Giefunden: 
LO.99°o H,O und 21,80°0 Cu. 11.06°%o H,O und 21,87°0 Cu, 


Der in Alkohol losliche Anteil des Kupfersalzes, das ak- 
Prolinkupfer wurde nach Entfernung des Alkohols durch 








th? K. B. Hofmann und Fritz Pregl, 


Destillation im Vakuum, und ohne zuvor das Kupfer mit Sch: 
felwasserstoff entfernt zu haben, mit tiberschiissigem Baryiin- 
hvdroxyd in Wasser gelost und im Autoklaven unter ei 
Druck von 4+ Atmospharen durch 5 Stunden erhitzt. Nach 
quantitativen” Entfernung des Baryts mit Schwefelsiiure 
nach anhaltendem Kochen mit tberschiissigem Kupfero: 








krystallisierte aus dem eingeengten Filtrat ein blaues Kup{e 








sulz von den Eigenschaften und der Zusammensetzung dps 
racemischen Prolinkupfers : 

O1395 ¢ verloren unter Violettfarbung beim Trocknen im Vak 
ber 1008 00152 ¢ an Gewicht und hinterliefen nach dem = Veras: 
QOB3S » CuQ, 

Berechnet fiir C,,H,.N,0,Cu —- 2 H,O: Gefunden: 

[O.99° 0 HO und 21.80% Cu, 10,9090 H,O und 21,73° 0 | 


3. Fraktion (von 123—180°),. 
Die Estermenge dieser Fraktion wurde nach dem \ 
diinnen mit der ftinffachen Wassermenge in der tiblichen Wi 
mit Ather ausgeschiittelt und die iitherischen Ausziige wii 
holt mit Wasser gewaschen. Der Riickstand nach dem \}- 
destillieren des Athers (der Phenylalaninester) leferte mac ) 
mehrsttiindigem Abrauchen mit) konzentrierter Salzsiiure | 
dem Wasserbade einen krystallisierten Riickstand, der 
Zwecke der vorliutigen Reimigung in halbfeuchtem Zusta 
auf Tonplatten gestrichen und dort mit wenigen Tropfen. k 
zentrierter Salzsiiure gewaschen wurde. Die rein weibe Krystal | 
masse konnte Iierauf dureh Abrauchen mit konzentrier! 
Ammonmak in die freie Aminosiiure und in’ Chlorammo 
zerlegt werden. Durch wiederholtes Umkrystallisieren 
Wasser unter Anwendung von Tierkohle wurden daraus 4.> ¢ 
Phenylalanin von folgender Zusammensetzung erhalten: 
O16 ¢ leferten O1010 ¢ HO und 03961 ¢ CO, 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65.41% C und 6.71% H. 69.67% C und 6.87% H. 


Die wisserigen Losungen, welche nach dem = Entte: 


des Phenylalaninesters die Ester der Glutaminsiiure und 


paraginsiure enthielten, wurden durch mehrstiindiges ho 


mit iiberschiissigem Barytwasser verseift. Nach mehrtig! 
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sichen wurden die ausgeschiedenen Krystalle des Barytsalzes 

racemischen Asparaginsaiure durch Absaugen von der klaren 
Losung getrennt, und beide quantitativ mit Schwefelsiiure von 
Barvt befreit. Dabel ergaben sich einerseits 5,1. @ Asparagin- 


i 


sare 
O1748 ¢ leferten 0.0845 ¢ HO und 0.2301 ¢g CO, 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden 
36,08" 5 C und 530° 0 H. 39.90% Cound 541° o H 


Anderseits wurden aus dem von Barvt’ befreiten Filtrate 
dem Einengen und Siittigen mit) gasfOrmiger Salzsiiure 
e Glutaminsiurechlorhydrat gewonnen: 
0.2684 ¢ leferten 0.2060 ¢ AgCl 


Berechnet fiir C.H,,NO,€I: Gefunden 


+. Der Riickstand der Esterdestillation 


rte nach sechsstiindigem Kochen mit tiberschiissizgem Baryt- 
ser bet gleichzeitiger Anwesenheit) gréoberer Mengen von 
rkohle, Entfernen des Baryts mit Schwefelsiiure, Einengen des 
rates und Siittigen desselben mit Salzsituregas noch 10> 2 


uminsaurechtlorhydrat. 


eite und dritte Gewinnung von Aminosiiureestern. 


Die bretige, von WKaliumearbonat durchsetzte Masse, die 

lor Infreiheitsetzung der Ester tibrig blieb, wurde zur weiteren 
Verarbeitung in Wasser gelost, mit Salzsiure angesiiuert und 
dem Wasserbade eingedampft. Durch wiederholtes Ab- 
siigen der sich dabei ausscheidenden Krystallisatlonen) von 
Kv iumehlorid war schiieblich eine salzsaure Mutterlauge zu 
lten, die geeignet war zur neuerlichen Veresterung. Dabe 

le in der tiblichen, schen oft geschilderten Weise vorge- 
ren und die in Freiheti gesetzten Ester mit Ather ausge- 
ttelt. Der ganze Vorgang wurde noch einmal wiederholt 
die vereinigten dtherischen Ausschiittelungen durch De- 
ition vom Ather befreit. Das Gewicht der Rohester be- 
71g. Bei der Destillation unter verminderterm Druek von 

m Hg lieferten sie folgende Fraktionen: 
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tO4 K. B. Hofmann und Fritz Pregl, 


I. Fraktion bis 123° (Temperatur des Olbades) = 2s 
2 von 125 185° | ? : ) is 
? y 


3. Destillationsriiekstand 
Durch Verarbeitung dieser Esterfraktionen im Sinne des 


friher geschilderten Vorgehens wurden daraus noch erhalte 


Leucin 3S og 
Alanin 4 
(rlyeimesterchlorhydrat | 
Prolin [2 
Phenvlalanin l 
Asparaginsiure 0.6 


(Glutaminsiiurechlorhydrat 2,5 


Bestimmung des Tyrosins, 


P00 ¢ Woilin entsprechend 166 ¢ asche- und wasser!: 
Substanz. wurden mit 400 cem konzentrierter Schwetfels: 
und 2OOO com Wasser zuerst 12 Stunden auf dem Wasser! 
Losune erhitzt und dann noch 16 Stund 
unter RiicktluB gekocht. Nach Entfernung der Schwefelsi 


init Baryt und nach wiederholtem Auskochen des dabei 


bis zur erfoleten 


standenen Niederschlages von Baryumsulfat wurden die ¢ 
tenen Filtrate bis zur Wrystallisation eimgeengt und die Mut 
lauven welter cingeengt, bis sie keine deutliche Millon 


Reaktion mehr zeigten. Die Reinigung des so erhaltenen [i 


tyrosins erfolete zuerst durch Auskochen mit Eisessig und 1 
triiglich durch Umkrystallisieren aus Wasser. Erhalten wurde: 
O1608 ¢ hieferten ber der Verbrennung 0.0890 g H,O und 0.3501 
Berechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden: 

DY.66" 0 GC und 6.07 °%/o H. D959" 0 C und 606° 0 H 
Zum Sechlusse ser noch bemerkt, dab Versuche, die 
Valin (a-Amino-tsovaleriansiiure),  Diaminety- 


wesenheit von 
und a-Oxy-Prolin?) im = Koilin) aufzutin 


oxvdodekansaure ! ) 


negativ ausgefallen sind. Auf Serin wurde nicht geprult 


1) I. Fische) und ki. Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bal. . 
~ a4 (LOG 


Eo Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 5 


[0 
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fersuchungen tber das Vorkommen einer Cystin- 
gruppe im Kolin. 


Zu diesem Ende wurden 50 @ des lufttrockenen WKoilin- 
iparates entsprechend dem Verfahren von Morner mit 112 e¢em 
nzentrierter Salzsiiure und ebensoviel Wasser tibergossen, 
dem mit Steigrohr versehenen Hartelaskolben sieben Tage 

auf dem Wasserbade erhitzt und hieraul durch Destillation 
er vermindertem Druck die Salzsiiure moévlichst entfernt. 
iibrigen wurde nach der in der Arbeit von Buchtala?!) tiber 
<tin eingehaltenen Methode verfahren. Von der 250 cem 
ragenden ammoiulakalischen Losung dienten je LO cem= zur 
hwefelbestimmung, be: der in dem einen Falle 0.0252 @, in dem 
lern Falle 0.0238 @ Barvumsulfat erhalten wurden. Daraus 
echnet sich der Gehalt des wasser- und aschefreien Morlin- 

rates auf 0,765°/o und 0,725 0 Cystin, im Mittel 0,74 °/o. 

Der Rest der ammontiakalischen L6sung diente zum Ver- 
ih der Tsolierung von Cystin. Schon beim Einengen der 
sing im Vakuum fielen reichliche Mengen von Krystallen 

ohne Riieksicht darauf wurde der Riickstand mit Essig- 

e angesduert und abgesaugt. Der erhaltene Niederschlag 
lind seinem ganzen Verhallen nach aus fast reinem Tyrosin 
die Schwefelbleireaktion fiel durin tiberhaupt negativ aus. 

Versuch, daraus Cystin in Substanz zu gewinnen, schlug 
Zlich fehl. 

Die Unmodglichkeit, aus der in Arbeit genommenen WKotlin- 
nve Cystin in Substanz zu isolieren, insbesondere aber das 
hlen derSechwetelbleireaktion an der aus der ammontakalischen 
sung erhaltenen Krystallisation, lift die Frage unentschieden, 
die nach dem Verfahren von Moérner zum Zwecke der 
echnung der Cystinmenge gefundenen Schwelelwerte wirk- 

uuf Cystin zu beziehen sind oder nicht. EKinerseits wiire 
fa méelich, dali urspriinglich tatsiichlich vorhandenes Cystin 
Laufe der Prozeduren beim Versuche, es zu tsolieren, nach- 
“lich eine Zersetzung erfahren habe, und dafiir spricht das 
nundensein der Schwefelbleireaktion beim unverdanderten 


, 
t. 


~] 


*) Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 4 


{1 * . ‘ . { 1 } ) 
Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIM, HH 
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Koilin: anderseits ist aber die Moglichkeit auch nicht 2 
acht zu lassen, dal} letztere Reaktion, sowie der nach 
VMornerschen Verfahren bestimmte Schwefel auf einen |; 
stein im = Woilin zu beziehen ist, der mit dem = Cystin ni 
identisch ist. 

Fir letztere Anschauung spricht vielleicht) die von un. 
gemachte Beobachtung, dab dureh viersttindiges Kochen 
Keratin, Serumalbumin, Fibrin, Membrana testacea vom If, 
Kieralbumin, sowie von reinem Cystin mit destilliertem Wass 
allein aus den genannten Substanzen soviel Schwefelwasse: 
frei gemacht wird, dal die tiber Bleiacetatpapier geleit; 
Dimple in dieser Zeit eine starke Schwiarzung bewirken, wiihre 
dieser, mit kKotlin mehrfach wiederholte’ Versuch nur zu ein 
schwachen Anflug einer rehbraunen Fiirbung fiihrte. Hierhe: 
gehoren auch die Beobachtungen, die Herr Buchtala hie 
Institute ber der nach Moérner am Wasserbade dureh. ste! 
Tage fortgesetzten Hydrolyse verschiedener Eiweibstofte 
Gaewebe, wie Menschen- und Tierhaare, Nagel, Hufe usw. 
macht hat, die Beobachtung, dab in dem auf dem Kolben . 
gesetzten Steigrohr nach mehreren Tagen stets ein Anflug e 
Krystallisation von elementarem Schwelel wahrzunehmer 
withrend dies beim Woilin stets vermibt wurde. 

Aus dem Angefthrten ergibt es sich, dab wir das \ 
handensein einer Cystingruppe im Whoilin nieht behaupten kont 
well der Versuch, es in Substanz zu isolieren, miblungen 
anderseits haben wir aber die Abwesenheit von Cystin wi 
den Baustemnen des WKoilins auch nicht sicher erwiesen; ¢ 
wire es erforderlich, grobere Mengen von Koilin, als sie 
zur Verfiigung standen, zu verarbeiten und dabet vielle: 
schiirfere Methoden, wie etwa die benzoylierung, in Anwend 
zu bringen. 

Nach den vorausgehenden Bestimmungen ergeben > 
fiir 100 @ wasser- und aschefreien Koilins folgende Werte 
den Gehalt an isoherten Monaminosiiuren: 

Givein 12 g 


Alanin a3 


Leucin und Isoleuein 13.2 
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Prolin 


55 g 
Phenylalanin 2,3 
Asparaginsadure 2,3 
Glutaminsiiure 5,2 
Tyrosin D4 
Cystin U,74 
Summe 41 b+ v 


Stickstolffverteilung im = Koilin. 


ber deren Bestimmung kam im= wesentlichen das Ver- 
hren von Hausmann?!) zur Anwendung unter Beriicksich- 
‘jivung der Erfahrungen von Giimbel.?) 

In Verwendung kam ein Koilinpraéparat, das im_ luft- 
rockenen Zustande einen Gehalt von 13,880 N= zeigte. 

[0884 g verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung nach Kyeldah! 

D3.9 com /5-HCl 13,889) N 

1.1472 » , D699 » , 13.88%, 

Von diesem Priiparate wurden 4 g in 8O ¢ konzentrierter 
izsiiture quellen gelassen und dann 6 Stunden am Riickflub- 
iler gekocht, worauf durch Destillation unter vermindertem 
rack die Salzsaure moglichst vollstiindig entfernt wurde. Der 
Wasser geloste, ziihe Riickstand gab, mit iiberschiissigem 
\iagnesiumoxyd versetzt, bei der Destillation unter vermin- 
ertem Druck bei einer 40° nicht tibersteigenden Temperatur 
viel Ammoniak ab, dali davon 36,1 cem 0,1-n-Siiure verbraucht 
iden. Somit sind 1,26°,o des untersuchten Priiparates, ent- 
rechend 9,08°/o0 seines Gesamtstickstolfs, als sogenannter « Am- 
onlakstickstoff> abgespalten worden. 

Der Destillationsriickstand wurde in Salzsiiure gelost, 
it Wasser verdtinnt und in eimen Mebkolben filtriert. Nach 
hirmaligem grindlichen Waschen des Melaninniederschlages 
' dem Filter wurde der Kolbeninhalt auf 500 com Wasser 
hveftillt. 

Das Filter samt dem Niederschlage wurde mit 20° cem 
nzentrierter Schwefelsiure, 0,5 g Kupfersulfat und 3 ¢ Kalium- 
fat nach Kjeldahl oxydiert. Bei der darauffolgenden De- 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIT, S. 95, und Bd. XXIX, S. 136, 


7) Hofmeisters Beitrige, Bd. V. S. 297. 


30* 
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stillation erwiesen sich 5.3 cem O,1-n-Séure verbraucht. So 
sind O.PS86° 0 des untersuchten Praparates, entsprechend 1,35 
seines Gesamitstickstoffs, als sogenannter « Melaninstiekstoft 

Rechnung zu setzen. 

Die Stiekstoffbestimmung in dem Filtrate ergab folge 
Werte: Je 25 cem desselben verbrauchten in dem einen F; 
IS.i. in dem zweiten Falle 18.3 com O.1-n-Siiure. Demn 
betragt im untersuchten Praparate die Summe von «Monamu 
und Diaminostickstoff> 12,88°/0 desselben, oder 92.9% o sei 
(Gresamtstickstoffs, 

Je 100 com des Filtrates wurden zum Zwecke der Tr: 
nung des Monamino- vom Diaminostickstolf mit je 3 cem 50° 91 
Phosphorwolframsiiure gefallt, 24 Stunden stehen gelassen, + 
kornig gewordenen Niederschlige abgesaugt und entspreche: 
vewaschet, 

Die beiden Filtrate von den Phosphorwolframsdurenied 
schligen verbrauchten ber der Stickstoffbestimmune iiber: 
stimmend 26,8 com ™5-Sinure, entsprechend einem Gehalte v: 
959% o Monaminostickstoff des untersuehten Priiparates od: 
67.7% 9 seines Cesamtsticekstoffs, 

Von den beiden Phosphorwolframsiiureniederschliigen vi 
branchte der eme bet der Stickstoffbestimmung 19.2, dei 
dere TS.8 (offenbar etwas zu niedrig) cem O.1-n-Saure. Dare 
berechnet sich der Gehalt des untersuchten Priiparates ant) 
aminostiekstoff zu 5.36%, entsprechend 24.2°/o0 seimes G 
samtstickstoffgehaltes. 

Der Vergleich der algebraischen Summe S ftir den G 
halt des Kotlins an 

Vonaminostiekstoff mit 9.39° 0 und an 


Diaminostiekstolf mit 3.36 9/0 


mit der direkt) bestimmten Summe = beider zu [2,88°/0 erg 
eine vollkommen befriedigende Ubereinstimmung. 

Die vom Assistenten Hans Buchtala in gleicher We 
ausvefiihrte Analyse der membrana testacea gab nachstehen 
Resultate. Von dem lufttrockenen (13.6% o N haltenden) 21 
parate sind 4g verwendet worden. Zur Bestimmung des A) 
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oniakstickstolfs wurden 12.7 cem '/s-n-Salzsiiture verbraucht, 


atsprechend 0,889 °° 9 Stickstoff der Substanz, zur Bestim- 
mung des Melaninstickstoffs 0,4 cem Salzsiiure, entsprechend 
}O28%o. Bet Bestimmung des Monaminostickstolfs wurden aut 
1) cem des Filtrates 28.1 Cem !/5-n-Salzsiiure und des Diamino- 
ickstoffes 7.9 cem verbraucht, entsprechend 9.81 ° 0 bezw. 


fd to DS. 


Resultate. 


Vergleicht man die Mengen der einzelnen Spaltungspro- 
lukte des Koilins mit denen anderer Proteinstotle, so scheint 
es elmestells dem = typischen WKeratin (Horn), andernteils den 
ativen” Eiweifstoffen nahezustehn: doch ist die Abhnlichkeit 
nach keiner Seite durchgreifend. Uberdies wird der Wert einer 

chen Vergleichung durch den Umstand beeintrichtigt. dab 
ei den verschiedenen Proteinstoffen die Spaltungsprodukte 
eht durchweg nach denselben Methoden bestimmt sind. Altere 
Angaben konnen therhaupt kaum berticksichtigt werden: aber 
ich ber der Estermethode sind die Ergebnisse anders zu be- 
werten, je nachdem die Gewinnung der Ester nur einmal oder 
ederhoit vorgenommen wurde, 

Der Glykokollvehalt ist) beim = Woilin’ wohl hoher als 

m Horn (0.34), aber nur halb so grofh wie beim Serum- 
obulin: anderseits fehit diese Aminosiiture bei den anderen 
Miweiben (Globin, Serumalbumin und Eieralburmin, ganz. 

Die Menge des Alanins kommt jener beim Globin (4,19° 
ahe: aber das Globin selbst stimmt in bezug aul seine Hydro- 
-enprodukte mit anderen Kiweifen doch wenig Uberein. Jeden- 
iis ist die Menge des Alanins im Horn betritchtiich geringer 
= im Wotlin. 

Der Wert fiir Glutaminsiiure entspricht genau dem bet 

Edestin, doch steht dieses Pflanzeneiweih den tierischen Eiwerben 
eder recht fern. Aus diesen letztern hat man betrichthch 
eringere Mengen Clutaminsiiure, als aus Koilin, erhalten: ander- 
ts ist beim Horn die Menge mehr als doppelt so grob (12 


is 14° 0), verglichen mit Koilin. 
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Die Leucinmenge stimmt mit der des Menschenhaar: 
(14%) sehr genau: bei Eiweifsubstanzen ist sie betriicht)i 
groher, doch ist nicht zu ubersehen, dab das typische Keraty 
anniihernd soviel Leucin gibt wie das Serumglobulin des Pferdes 

Dem Tyrosingehalte nach steht Koilin (5,4) dem H: 
(4.58) nahe, wihrend die echten tierischen Eiweibe (Fibrin ais- 
genommen) wenig Tyrosin lefern. 

Die Werte fir Asparaginsaiure, Phenylalanin uy 
Prolin weichen ber den Eiweiben und bei Keratin zu wens 
von emander ab, um bei der Zuteilung des Koilins zu d 
einen oder andern Gruppe in betracht zu kommen. Bei Koi! 
ist die Menge allerdings mehr als doppelt so grofh wie bei de: 

Kiweiben: sie ist auch groéber als beim Horn: vielleicht, wi 
man sorgfiltiger auf sie gefahndet hat. 

Auch aus dem Fehlen der «hohlehydratgruppe» im oi 
kann man nichts folgern, denn einerseits fehlt sie auch dem Kera- 
tin, anderseits ist es noch immer mehr als zweifelhaft. ob sie as 
konstituierender Bestandteil der eigentlichen Eiweibe gelten dia 

Noch weniger Anhaltspunkte bietet: die Verteilung des 
Stickstoffs, wie nachstehende Ubersichtstabelle lehrt: 





Amid-N Diamino-N Monamino-N  Melanin-N 





Krystallisiertes 


1.28 3.20 10.17 
BKieralbumin ae 
SS) (21.8) (69.3) 
Hausmann) $j ' 
Krvystallisiertes ar 07 eo - 
(9) 4.56 S81 O45 
Np ry) * a . 
Serumalbumin (6.4 (32.8) (99.6 1,2) 
Gumbel) 4 
Serumevlobulin 1.41 3.95 10.81 
Hausmann (8.7) (24.7 66.6) 
Keratin 1.17 2.99 11.81 0.42 
Gimbel (7.2 (18,1) (72.2) (2.5) 
aT 1 26 3.36 Q 39 0.186 
Kolin = a 
8.9) 23. (66.0) (1.4) 
89 o 79 YR] O.028 
Vembrana testacea vied Pest 
(O.6 POD (2.4) (0.21) 


S. oben S. 467. 
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Die nicht eingeklammerten Zahlen geben die Prozente 
Stickstolfs bezogen auf die Substanz: die in) Klammern 
echenden bedeuten Prozente des Gesamtstickstoffs, der in 
sem Falle aus der Summe des Amid-, Diamino-, Monamido- 
| vegebenenfalls des Melaninstickstoffs berechnet ist. Daraus 

kliirt sich, daB die hier fiir das Koilin eingesetzten, durch 
‘echnung ermittelten Werte die Summe von 100. tatsiiehlich 
ben und sich von den auf S. 467—469 angetiihrien, die auf 
0 direkt ermittelten Gesamtstickstoff bezogen sind, etwas unter- 
heiden. 

Kin Blick auf die Tabelle zeigt, dab in bezug auf die Ver- 
ung die eréBkte Abhniichkeit, fast volle Ubereinstimmung 
ischen Koilin und Serumglobulin besteht, dagegen die Ver- 
ling bei Keratin und krystallisiertem Serumalbumin nicht 
enig abweicht. 

Wir glauben die Resullate nachstehend zusammenfassen 
diirfen : 

1. Das Koilin gehort nicht zu den Keratinen, da ihm die 
stingruppe sehr wahrscheinlich ganz fehlt, oder, wenn. sie 
rhanden sein sollte, sie es nur in einer minimen Menge sein 
on, Wiihrend sie im Aufbau des Keratinmolekiils eine wichtige 
ile spielt. 

2. Auch zu den echten Eiweiben kann das Keratin nicht 
ereehnet, es mu in die Notgruppe der -Albuminoide» eingereiht 
rden. 

3. Das Koilin hat keine Ahnlichkeit mit der membrana 
iostacea des Huhnes oder mit der Eischale der Selachier. 

¢t. Das Koilin und der Stoff, aus dem die membrana testa- 
i besteht, sind Kérper sui generis, die man in keine der 
venwartig aufgestellten Untergruppen der Albuminoide ein- 
hen kann. Auch die membrana testacea besteht mceht aus 
ratin; es ist daher die Bezeichnung «Ovokeratin» fallen zu 


sen. 











Uber die Diaminosduren des Koilins. 
Von 
Dr. Erich vy. Knaffl-Lenz. 


Aus dem Institute fiir medizinische Chemie der Universtitat Graz. Vorstar 
Prof, K. B. Hofmann.) 


r Kedaktion zugegangen am 28. Juni 1907.) 


Zur kreginzung der Arbeit von K. B. Hofmann und | 
Pregl Uber Koiline war es wiinschenswert, auch den Ge! 
des hoilins an Diamimosiiuren kennen zu lernen. Da die Unt 
suchung nach der bekannten Methode von kKossel und Kutse|! 
bis auf emige kleine Abinderungen, die sich oft als zweekmiéi 
erweisen und die aus dem folgenden ersichtlich sind, ausgetti 
wurde. so unterlasse teh es, den Gang der Arbeit: ausfiihr): 
wiederzugeben, 

Es wurden 5O 2 lufttrockenen WKollins, was nach der o! 
erwihnten Arbeit 41.59 @ aschefreier Trockensubstanz 
spricht, mit einer Mischung von loO g konzentrierter Schw 
siture und S00 @ Wasser 14 Stunden lang am Riickflubkiihtle 
kocht. Die mit Wasser verdtinnte Losung wurde durch he 
konzentriertes Barviwasser schwefelsiiurefrer gemacht, der | 
ryumsulfatmiederschlag abgenutscht und wiederholt mit Wa- 
ausgekocht. Filtrat und Waschwasser wurden. vereiniet. 
1 | eimgeengt und tierauf mit) soviel Schwetelsiiure verse! 
dab die WKonzentration 5°/o H,SO0O, betrug. Daraus wurden 
Diaminosiuren als Wolframate g@efaillt. Zur Trennung der : 
den Wolframaten in Kreiher vesetzten Hexonbasen wurci 
der Folge nach der obenerwihnten Methode vorgegangen. 

Withrend das Vorhandensein von Histidin nur aus a 
Gange der Untersuchung vermutet werden konnte, konnten 
ils Arginin und Lysin erhaltenen Niederschliige durch st 


stoffbestimmungen als solehe identifiziert werden. 
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An Hexonbasen wurden erhalten: 
Histidinchlorid (7) O,O2 1 g. 
Der geringen Menge wegen konnte keine Analyse ausge- 
fiihrt werden. 
Argininnitrat (sauer) 2.5775 g. 
0.1743 ¢ Arginimnitrat leferten bei der Stickstolfbestimmung 43.3 com 
ckstoff ber t 22.2° C.. und B 


735 mm, 
In 100) Teilen 
Gefunden : Berechnet fiir C.H,N,O. +2 HNO, : 
27,404 %o N. 28.1 %o N. 
Lysinpikrat 1,75 g. 
Das Lysin warde vor der Darstellung als Pikrat zweimal 
lurch Fillung mit) Phosphorwoltramsiiure gereinigt. 
0.1429 ¢ Lysinpikrat lieferten bei der Stickstoffbestimmung 23.7 cem 
i i¢ kstotf bel | AS : (| und |) 
In 100 Tetlen 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N,O, > C,H NO,).OH: 
[8.47 °/o N, 18.70%) N. 
Es sind sonach in 100 Teilen wasser- und aschefreien 
Lollins enthalten: 


Histidin 0.054 Hlistidinstickstoff 0.009 
Arginin 3.506 Argininstickstofi L.L60 
Lysin 1.640 Lysinstickstoff O815 


Kin Vergleich des Koilins mit den WKeratinen in) bezug 
die aus ihnen erhiiltliche Menge an Diaminosiiuren ist) un- 
noglich, da bisher nur die Menge des Arginins, das aus Horn 
largestellt war (2.25% 0 vegentiber von 3,596°%/o bet Woilin), 
estgestellt ist. Die tierischen Eiweibe lefern, soweit Zahlen- 


ungaben vorliegen, betrichtlich mehr Lysin als das Woilin. 








Uber das Mengenverhiltnis des Cystins in verschiedenen 
Hornsubstanzen. 


Von 


Hans Bucehtala. 


\us dem Institute fiir medizinische Chemie der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1907.) 


/ 


In der Abhandlung!) «Zur Kenntnis der Bindung «i: 
Schwefels ino den Proteinstoffen» berichtet K. A. H. Morne; 
liber die Darstellungsweise von Cystin aus verschiedenen § 


weibsubstanzen und tiber die prozentuelle Menge desselben, dic 
er aus Mensehenhaaren, Rinderhorn, Schalenhaut des Hiihner- 


| 


eles und einigen anderen Proteinstoffen erhalten hat. Die aut 
fallend grobe Menge von Cystin, die er aus Menschenhaaren 
darstellte, mubte tiberraschen. Ich habe deshalb auf Anregung 
meines verehrten Lehrers Prof. kK. B. Hofmann eme Anzali! 
Horngebilde untersucht, um die Frage zu beantworten, ob nicht 
tiberhaupt die Haare der Regel nach mehr Cystin liefern als 
die Nigel oder Klauen derselben Tierart. 

Anfiinglich trachtete ich, eine méglichst quantitative Dar- 
stellung des Cystins in Substanz zu erreichen; da ich aber be 
der angewandten Arbeitsmethode, die im wesentlichen von der 
Morners nicht abweicht, dessen Angabe bestitiet fand, dat 
eine vollstiindige Isolierung des Cystins nicht modglich sei, multe 
ich mich im weiteren Verlauf der Untersuchung auch damit 
begniigen, seine Menge aus dem Schwefelgehalt der dasselbe 
enthaltenden ammoniakalisehen Losung zu berechnen. Obgleich, 
wie Morner selbst hervorhebt, seine Methode keine quantitative 
ist, so liefert sie doch bei genau gleichen Arbeitsbedingungen 


vergleichbare Resultate. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 207. 











Uber das Mengenverhiltnis des Cystins in Hornsubstanzen. 4/0 


Zunachst versuchte ich, ob es mir geliinge, aus Menschen- 
aren eine annihernd so grobe Menge von Cystin darzustellen, 
e sie Morner rechnungsmiifig bestimmt. Die Resultate 


ven in diesem Falle befriedigend. 


l Menschenhaare. 


1. Es wurden 250 ¢ Frauenhaare in Seifenwasser ge- 
ischen, getrocknet und mit Ather entfettet, lufttroecken mit 
yu ¢ konzentrierter Salzsiiture und 500 ¢ Wasser durch 168 
Stunden in einem Rundkolben mit Steigrohr auf dem Wasser- 
de erhitzt. Die Fliissigkeit fiirbte sich bald dunkelrot) und 
ch emigen Tagen schied sich am Hals des Kolbens sowie 
Steigrohr etwas Schwetel ab. Die Losung wurde filtriert, 
Vakuum eingeengt, mit konzentrierter Natronlauge unter 
Kihlung und Zusatz von Alkohol bis zur deutlich alkalischen 
Reaktion versetzt und sodann mit Essigsiiure schwach ange- 
sjuert. Der ausfaliende Niederschlag zeigte unter dem = Mi- 
kroskope fiir Cystin typische sechsseitige Tafeln, daneben auch 
Nadeln von Cystin. Nach zwei Tagen wurde der Niederschlag 
if das Filter gebracht und mit Wasser und Alkoho! solange 
sewaschen, bis eine Probe des Filtrates mit Natronlauge und 
Bieiacetat beim Erhitzen keine Sckwarzfirbung durch Schwefel- 
blei zelgte. Der gewaschene Niederschlag wurde mit 10° /oigem 
Ammoniak gelést, die LOsung erwirmt, filtriert und der Filter- 
riickstand mit verdiinntem Ammoniak gewaschen. Das Filtrat, 
das nun das Cystin enthielt, wurde im Vakuum = eingedampft, 
wobet drei Fraktionen erhalten wurden, wovon die letzte schon 
durch Tyrosin verunreinigt war. Von allen drei Fraktionen 
wurde eine Schwefelbestimmung gemacht. 

Zu dieser Bestimmung wurden ca. 0.3 ¢ der Substanz 
mit 2—-3 g reinem Natriumhydroxyd und einer gleichen Menge 
Vatronsalpeter in einer kleinen Porzellanschale mit Wasser 

Ost und auf dem Wasserbade eingedampft. Der Abdampf- 
vickstand wurde tiber einer sehr kleinen Bunsenflamme unter 
vestiindigem Umriihren vorsichtig erhitzt, bis das trocken ge- 

rdene, dunkelbraune, kriimelige Gemenge zum zweiten Male 
cum Sehmelzen kam und ganz weil wurde. Die Schmelze 
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wurde mit Bromwasser versetzt, um etwaige unvollkomn 
oxvdierte Reste vollends zu oxydieren. Hierauf wurde die Schny 
mit Salzsiiure abgedampft, der Riickstand in Wasser aufye- 
nommen, filtriert und in dem Filtrate der Schwefel als schwet 
saures Baryum im Goochschen Tigel bestimmt. Die drei un 
suchten Fraktionen gaben folgende Resultate: 

Fraktion | betrug 22 g. 

Davon 0.2155 @ zur Schwelelbestimmung genommen 


saben 0.4025 ¢ BasO, == 25,6)°/0 5S. 


Fraktion Il betrug 742 g. 


Davon O.2760 ¢& zur Sclwefelbestimmung genommen 
aben O.b052 ¢ Bas0, 25.13°)o S. 


Fraktion HL betruge o g¢. 
Davon O.2900 ¢ zur Schwelelbestimmung genommen 


saben 0.4325 ¢ BaSO, = 20,01°o SB. 


In der Gesamtmenge von 341 2 ¢@ des verunreinigten | 
stins betriigt also der Schwefelgehalt im Durehschnitt 24,72 
gegen den berechneten Wert im reimen Cystin von 26,65 
Dem Schwefelgehalte nach sind also in Wirklichkeit nur 32,97 ¢ 
Cystin aus 250 ¢@ lufttrockener Haare gewonnen worden. Na 
Abzug des Wasser- und Aschengehaltes von zusammen 8.87 
kommen jedoch blofi 227.8 ¢@ Haare in Reehnunge. Diese « 
halten sonach 31.97 @ d. 1. 


14.050 Cystin. 


Von einer zweiten Haarprobe wurden 150 ¢ ebenta 
sieben Tage lang hydrolysiert. Das Cystin fiel in diesem Ver- 
suche fast nur in Kugeln aus und war stark dunkel gefii 
Aus der filtrierten ammoniakalischen Losung wurden gleichf: 
dret Fraktionen gewonnen, von denen die beiden letzten z 
Behufe der Schwefelbestimmung vereinigt wurden. 

Fraktion | betrue 125 g¢. 

Davon gaben O.2116 g 04125 g BaSO, = 26,76°/) S 
Fraktion Hound Il betrugen 9.5. g. 


Davon vaben O.2565 g = (),2POS8Y g Band, > 14,400 S. 


Dem Schwetelgehalt entsprechend bestand also die er- 


Fraktion aus reinem Cystin, die zweite und dritte enthielt 
5.12 g reines Cystin. Nach Abzug des Wasser- und Ascli 


Pa 
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Uber das Mengenverhaltnis des Cystins in Hornsubstanzen, 4/4 


ehaltes (zusammen 9.13°/0) kommen 136.6 g¢ Haare in Reeh- 
29¢— 0,12 ¢ = 17,62 g. d. i. 


ng. Diese lieferten 1 g g 
12,98 °o Cystin. 

3. 60 ¢ dunkelbrauner, flanger Frauenhaare wurden ge- 
ischen, ierauf in 1°,oiger Salzsiiture und 1° oigem Ammoniak 
y Stunden stehen gelassen, dann nochmals gewaschen, ge- 

ocknet und mit Ather entfettet. Der Wasser- und Aschen- 
halt betrug zusammen 12.35° 0. Es kommen daher nur 52,6 g 
Rechnung. Bei der Hydrolyse schied sich im Wolbenhalse 
| im Steigrohre Schwefel jihnliech anschiefenden Eisblumen 

Das ausgefiillte Cystin bestand hauptsiichlich aus sechs- 
tigen Tafeln. Es wurde in Ammoniak gelOst, aul 500 eem 
bracht und die Schwefelbestimmung zweimal mit je 20 cem 
nacht. 


[ ergab: 0.5914 g BaSoO, 0.0812 « S 
In DOO cem 52.6 ¢ Haare 2,035 0 S 
Il ergab: O,O06L g BasoO, O.OSTSS ¢ Ss 
in DOO cem 2.046 © S. 
sem Schwefelgehalte entsprechen: m Probe | Lt47% 0 Cystin 


II 1.908 
im Mittel also: 14,53 
Diese Prozentzahl ist die grébte bisher erreichte und tiber- 
it auch die von Morner berechnete (15.98 ° 0). Man gelangt 


oOo. wenn man das Cystin moglichst tsoliert, zu Zahlen, welche 


Vorners Annahme. dali der S im Haarkeratin nur in einer 


als Cystin) gebunden sei, bestétigen. 


Il. Menschenniigel. 

Das Material, 16 Leichen enthomimen. bat mir der Vor- 
ind des anatomisenen Institutes, Herr Professor Holl, giitigst 
Verfiigung gestelll: es wog ca. 608. Die Nagel wurden 
ive Tage mit 1% olger Salzsiiure maceriert und die weich- 
vordene Matrix sorgfiltig abgeschabt. Nachdem sie einen 
’ unter 1° c.igem Ammoniak gelegen, wurden sie mit Wasser 
ausgewaschen, getrocknet und durch Kochen in Ather ent- 
‘et. Nach der Reinigung reduzierte sich ihr Gewicht auf 
* Thr Wasser und Aschengehalt betrug 2.757 ¢: es kommen 
er nur 27.243 ¢ in Rechnung. Diese gereinigten Niigel 


Gla 
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wurden mit 70 ¢ konzentrierter Salzsiiure und ebensoviel Was 
durch acht Tage auf dem Wasserbade erhitzt. Hierbei fiir! 
sich die Fliissigkeit anfangs hellrot, spiter dunkelrotbraun. .\ 
weichend vom Verhalten des andern Versuchsobjektes ze) 
sich ber den Niigeln erst am achten Tage eine Schwefelabsc! 
dung im Kolbenhalse und Steigrohr in Form schoner Nade: 
Von der Substanz ging auch nach oftmaligem Umsehiitte!; 
withrend der Hydrolyse nicht alles in Losung. Nach dem .\' 
filtrieren und Auswaschen blieb ein Riiekstand (0,75 g) auf di 
Filter zurtick, der weder in) Siiuren noch in Alkalien 6st 
war und auf dem Platindrahte ohne Flamme zu einer spro 
Asche yverbrannte. Beim Abdestillieren der LOsung im Vaku 
ber 40— 50° C. wurde abermals eine Abscheidung von Schwe! 
beobachtet, was bet dem andern Versuche nicht der Fall \ 
Dermit Essigsiiure angesiiuerte Neutralisationsniederschlag \ 
sechsseitige Tafeln, Kugeln und Nadeln, auberdem auch Hant 
formen aut, die jedoch wahrscheinlich nicht dem Cystin zuge- 
horten. Es wurde von der Darstellung des Cystins abgesel: 
und der eanze Niederschlag nach dem Waschen in) Ammon 
gelost. Die Losung wurde auf 250 cem aulgettillt und diy 
ye 20 com fur die Schwefelbestinmung verwendet. 


L ergab: O.2190 ¢ Baso, 0.03007 2 S 
In 240 com (27,243 g Nigel) — 0,376 g S. 
H ergab: 0.2174 ¢ BaSO, = 0.02985 ¢g 3 
in 2o0 cem = O,8731 ¢ S. 
Diesem Schwetelgehalle entsprechen: in Probe I —= 5,17°/o Cystu 


Il = 5,130 


im Mittel also: 4,150 


lll. RoBhaare. 

100 @ wurden in gleicher Weise gereinigt und hydro \- 
siert. Schwefelabscheidung am Kolbenhalse wurde auch wa! 
genommen. Der Niederschlag zeigte die gewohnlichen Forn 
von Nadeln und Kugeln. Die ammoniakalische Losung wu 
auf 500 com ergiinzt. Der Wasser- und Aschengehalt betrie 
zusammen 15,12°% 0. Sonach kommen in Rechnung 84,88 


20 com der Losung ergaben: 0.5271 ¢ BasO, 0.07238 g 5 
In DOO com (S#88 ¢ Haare) 1.8059 ¢ S. 


Diesem Schwefelgehalte entsprechen: 798° o Cystin. 
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(ber das Mengenverhiltnis des Cystins in Hornsubstanzen. +44) 


IV. Pferdehufe. 


Zur Zerkleinerung wurde ein Pferdehuf mit einer groben 
oie bearbeitet: von den ziemlich feinen, nach der friiher 
angegebenen Art gereinigten Feilspinen wurden 110 g acht 
Tage lang hydrolysiert. Schwefelabscheidung wurde nicht be- 
bachtet. Diesmal wurde das Cystin der ammoniakalischen 

sung nicht durch fraktiomierte Krystallisation, sondern durch 
Voutralisation mit Essigsiure gewonnen, da einige Kontroll- 
ersuche mit reinem Cystin ergaben, dai dieses in Esstesiiure 
zienich unl6slich ist und durch dieselbe fast) quantitativ 
vefillt wird. Der Niederlschag betrug 11.5 ¢ mit einem 
Schwefelgehalt von nur 7,5°/o. Es miissen daher neben Cystin 
och andere Korper (Tyrosin) ausgefallen sein. Der Aschen- 
und Wassergehalt der Pferdehufe betrug zusammen 10,59 °/o. 
hs kommen daher nur 98.35 ¢ in Rechnung. Das aus dem 
hwefelgehalt des Niederschlages berechnete Cystin der Pferde- 


e betriigt 3,2%/o. 
V. Rinderhaare. 


LOO ¢ Rinderhaare wurden wie friher angegeben gerei- 

‘t und mit Salzsiiure und Wasser im bekannten Verhiiltnis 

| in der gleichen Zeitdauer hydrolysiert. Im Kolbenhalse 

d Steigrohre war deutlich Schwefelabscheidung sichtbar. Der 

edersehlag durch Neutralisation mit Natronlauge und Ansiiuern 

Essigsiiure fiel sehr reichlich aus und lOste sich tm Am- 

onlak beim Erwiirmen fast vollstiindig auf. Die LOsung wurde 

900 cem aufgefiillt. Der Wasser- und Aschengehalt der 

Haare betrug zusammen 13,96°%/o: sonach kommen 86.0% g 
des Materials in Rechnung. 


20 cem der Lésung ergaben: 0.4860 


g BaSO, = 0.06673 gS 
DW) > =(86,04 g Haare) = 11,6682 ¢g S&. 


Diesem Schwefelgehalte entsprechen: 7,2@°/o Cystin 


g Vi. Rinderklauen. 
Es wurden 115 ¢ Kinderklauen, analog den Pferdehufen, 
‘kleinert und gereinigt, in Arbeit genommen. bei der Hy- 
ivse schied sich nur wenig freier Schwefel ab. Der «Neu- 








tR0) Hans Buchtala. 


tralisationsniederschlag» zeigte hauptsichlich kugelige und nad; 
formige Krystalle. Die ammoniakalische Losung wurde au 
DOO cem aufgefiillt. Der Wasser- und Aschengehalt der Klauen 
betrug zusammen 11.810; es kommen daher 101,42 @ Ma 
terial in Reehnune. 

20 com der Lésung gaben: 0.4230 ¢ BaSO, = 0,05808 ¢ 5S 

DOO fOl42 ¢ Klauen 1.452 ¢ S. 


fc 


Diesem Schwefelgehalte entsprechen: 5,87°/0 Cystin 
VII. Schweinsborsten. 


bb ¢ gereinigter Sehweinsborsten wurden in Arbeit 
nommen und acht Tage hydrolysiert, wobei nicht alles in L5- 
sung ging. Schwefel schied sich in betrachtlicher Menge ab, 
Der «Neutralisationsniederschlag» wies fast ausschlieblich Kuge|n 
auf. dn Ammoniak l6ste er sie¢h so ziemlich vollstandig. Di 
Losune wurde auf 250 ecm ergiinzt. Der Wasser- und Aschen- 
gehalt betrug LO,02°/o: sonach kommen 50,4 ¢@ des Materia’s 
in hechnune. 

Es wurden zwel Schwefelbestimmungen mit je LO cen 


der LoOsung gemacht. 


| ergab: 0.2800 ¢ BasoO, OO3B845 ¢°S 
250 cem d0-6 & Borsten O.961L ¢ S. 
ll ergab: 0.2853 ¢ Bas, OOS917 g S. 
250) cem O.9792 ¢ Ss. 
Diesem Schwefelgehalte entsprechen: in Probe | 5° o Cystu 


7 
if = 7 
im Mittel also: 722° 
VIIL Schweinsklauen. 
Dieses Material ‘wurde d@bnlich den Menschenniigeln ge- 
reinigt und davon OS @ lufttrocken in Arbeit genommen. Au 
in diesem Kalle sehied sich freier Schwefel ab. Der Neuti 
lisationsniederschlag wies im allgemeinen dieselben Forme: 
auf wie der von den Schweinshaaren, nur war er etwas dunk!|e: 
gefiirbt. In Ammoniak lOste er sich auch fast vollstiindig. 1 
Losung wurde auf 250 eem aufgefiillt und davon mit je 10° 
zwel Schwetelbestimmungen ausgefiihrt. Wasser- und Aseli 
gehalt betrug zusammen 14,009/o, sodab 49,88 g des Materia 's 


in Rechnung kommen. 
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I ergab: 0.0840 ¢ BaSO, = 0.01153 ¢ S 
250 com (49,88 ¢ Klauen) = 0,2882 ¢ S. 
II ergab: 0.0836 g BaSO, = 0,01148 g 5S 
250 ecm 00,2870 ¢ S. 
Diesem Schwefelgehalte entsprechen: in Probe |] == 2,17°o Cystin 
> ; I] = 2,16°/o 


im Mittel also: 2,165° 


Ubersichtstabelle. 


| L. 14,03°,0 Cystin 

I. Menschenhaare } 2. = 12,98°%o  » 

| a =e 1455%o >» 
Il. Menschennigel d.13°/o 
ill. Rofhaare = 7,98 

IV. Pferdehufe enn 5.20 °/o > 

V. Rinderhaare = “84"/0 » 
VI. Rinderklauen 5,37 °/o 

VII. Schweineborsten — 7,22°/0 >» 
VII. Schweineklauen =e (ll BAT eo 


Als Ergebnis der Untersuchungen folgt: 

1. daB von den verschiedenen Keratingebilden die Men- 
chenhaare bei weitem die grote Menge Cystin liefern: 

2. dab beim Menschen und den untersuchten Tieren aus 
den Haaren betriichtlich mehr Cystin abgespalten wird als aus 
len Niigeln (Klauen, Hufen). Ob dieser Befund der Ausdruck 
einer durchgiingigen Kegel ist, miibte eine noch umfassendere 
vergleichende Untersuchung lehren: 

3. dali die Haare aus einem anderen Keratin bestehen 
als die Niigel (Klauen, Hufe) oder, was wahrscheinlicher ist, 
dali die Hornsubstanzen dieser Gebilde Gemenge verschiedener, 
vielleicht einander nahestehender Stoffe sind, mit einer ver- 


schiedenen Anzahl im Molekiil gebundener «Cystingruppen>. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift { physiol. Chemie, LI. 











Zum Chemismus der Verdauung im tierischen Korper. 
XI. Mitteilung. 


Zur Frage uber die Verdauung zusammengesetzter Speisen 
im Magen. 








Von 





EK. S. London und A. Sagelmann. 





Aus dem pathologischen Laboratorium am Kaiserl. Institut fiir experimentelle M 





Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1907.) 




















Wir haben schon verfolgt, in welcher Weise der Mag: 
unseres Magenfistelhundes (Woltschok) bei reiner Eiwe 
fiitterung!) und bei reiner Fettfitterung?) sich entleert. 

Es schien uns nun interessant zu sein, das Verhalten « 
Magens bei demselben Hunde gegen eine zusammengesetzi 
Nahrung von Eiweib und Fett zu studieren. 

Wir stellten die Versuche in der Weise an, dali der Hu 
nach 24stiindigem Fasten eine Mahlzeit aus 50 ¢ Ghadin und 
30 ¢ Rinderfett mit 200 cem Fleischinfusion aufgekocht erlie!! 
und nach emer bestimmten Zeit (1—4 Stunden) der im Magen 
verbliebene Speiserest unter griindlichem Auswaschen = de- 
Magens entnommen wurde. In den zur Analyse entnommen:! 
Verdauungsprodukten wurden ebenso wie in Kontrollprob 
der Nahrungsstoffe in der tiblichen Weise der Stickstoff res 
Fettgehalt) bestimmt. 

Die dabei gewonnenen Zahlen sind in folgenden 2 /a- 
bellen (1 und II) zusammengestellt. 


'! EF. S. London und A. Th. Sulima,. Diese Zeitschrift. Bd. XL’ 
Heft 3. S. 20% 


Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, Heft 2 u. 3. 


Levites., 








Zum Chemismus der Verdauung im tierischen Kérper 


Tabelle I. 


Gliadinfiitterung., 
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Es folgt aus den dargelegten Zahlen, dal die 





Ver- — Zuriickgewonnener Stickstoff 
suchs- in gelOster Substanz Diffe- 
‘S- |} dauer | fiitterter — In unge- 1m) 
i ino ZUM dee = 
= Fo ‘tickstoff Magen- wh ganzen tai 
Styn- | otickstoft way ™ pal 
| Stun inhalt-  Substanz 
el den ne , ' . 
in g in g stickstoft in g in g In | 
l 6,555 0.787 25 2.390 3.177 )2 
) 2? 6.600 0.478 33 LOR] 1.459 is 
5 6.617 0.658 59 0.460 1.118 3 
4 6,707 — _ on 0.166 Q7 
Labelle II. 
Gliadin- + Fettfiitterung. 
Zuriickgewonnener Stickstoff 
» re 
Ver- . < 7 
. Verfiitter! in geloster in Differenz 
. . - - L . . 
| a Substanz = ynge- Im sis 
"| dauer in? 1G pe 
a In’ odes loster gan- Fett |. 
n- in [Stick- | Magen- Stick- 
' Fett inhalt- * UD- zen Fette 
r Potun- | ctoff ze oer stoff 
; stick- Stanz 
den , = it 
In g ing stoffSs ing ing ing in %o 
l 6.454 30 2.121 37 3.670 5.791 24.32] 10 19 
2 2 6818 30 F1.399 54 1.174, 2.573 22.51] 62 25 
3 6.646 30 10.763 48 OS807 1.570 21,08] 76 30 
{ 4 6.729 30 _ _— — 0,23917,73] 97 i] 





Bestand- 


e einer zusammengesetzten Nahrung den Magen nicht gleich- 


(hig verlassen. 


Das Gliadin verschwand aus dem Magen in 


t+ Stunden sowohl mit wie ohne Fettzusatz. wiihrend das 


t+ 


t in einer Menge von nur 41°/o den Magen verlassen hat. 


ne Verlangsamung in der N-Entleerung lieb sich hauptsach- 


in der ersten Stunde 


konstatieren 


(10° ) 


he 


Fettzusatz 


ren 25° 0 bei reinem Gliadin), was wahrscheinlich der Riick- 


31* 








, aA 2¢ ~ ° . ° cities 
t+ Londonu, Sagelmann, Uber Verdauung im tierischen Korpe: 


wirkung des in reichlicherer Menge (19°/0) in den Darm ij 
gegangenen Fettes zuzuschreiben ist. 

Aus dem (Cesagten ist es klar, dab im Magen bei 4). 
sammengesetzter Nahrung Sortierungserscheinungen. sich «)- 
spielen konnen. Wir werden den angegebenen Versuch joc}; 
an neuen Magentistelhunden wiederholen und weiter an yep- 
schiedenen Darmfistelhunden bei verschiedenartig zusammey- 
gesetglten Speisen die Verhiltnisse studieren, um einen tieferey 
Kinblick in die Sortierungserscheinungen gewinnen zu kénnep 
Es bedarf noch vieler Untersuchungen, bis es gelingt, die Sor- 
tierungsverhiiltnisse im Magendarmkanal genau zu charakt 


sieren, }) 


' Arthur Scheunert (Diese Zeitschrift, Bd. LI, Heft 6) hat 
mifverstanden, indem er mir eine Theorie der Sortierungstitigkei! 
Magens zuschreibt. die ich in der Tat me und nirgends ausgespro: 
habe. Was nun die Resorptionserscheinungen im Verdauungstraktus 


hetrifft. so wird hiervon in unseren nachsten Mitteilungen spezic! 
Rede sein, E. London 











Beitrage zur Kenntnis der Autolyse. 
Von 
Dr. Luigi Preti aus Pavia 


: der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1907 


Mit dem Ausdruck Autodigestion oder Autolyse bezeich- 
et man bekanntlich die Summe aller derjenigen Spaltungs- 
vorginge, welche stattfinden, wenn man die vom = lebenden 


Kdrper abgetrennten Organe entweder unter aseptischen Kau- 


telen oder, zerkleinert, in mit einem Antisepticum Chloro- 
form oder Toluol — versetzten Wasser aufbewalhrt. 


Uber die Konstanz dieser von intracelluliren Fermenten 
abhingigen Erscheinungen kann kein Zweifel sein: sie sind in 
ion verschiedensten Organen, sowie in pathologischen Neu- 
bidungen nachgewiesen, dagegen bestehen Zweifel dartiber, 

die Autolyse ausschliehlich ein postmortaler Vorgang ist, 
ler ob man Grund hat anzunehmen, dafii sie auch wahrend 
s Lebens stattfindet, also hauptsiichlich der Abbau des E1- 
weibes und der Nucleinstoffe auf diesem Wege erfolgt. Auf 
Veranlassunge von Professor E. Salkowski habe ich diese 
Frage der Entscheidung niher zu bringen gesucht. 

Die Versuchsergebnisse vieler Autoren, die sich mit dem 

Siudium des Einflusses der alkalischen Reaktion auf die Auto- 
-¢ beschiftigt haben, lassen diese Zweifel entstehen. Als erster 
it Schwiening?!) gefunden, dah die Alkalescenz die Autolyse 

tort. Dasselbe fand Hildebrand?) fiir die Autolyse der 

Milchdrtise, Hedin und Rowland *) und Hedin‘) fiir das pro- 

eolytische Ferment der Milz verschiedener Tiere. Wiener?) 
eobachtete, dab bei einer durch Natriumearbonat hervorge- 
vrachten Alkalescenz, welche O.2—0.4°,o NaOH entsprach, die 

Autolyse vollstaéndig aufhorte. 

'y Virchows Archiv, Bd. CXXXVI, S. 444. 

*) Hofmeisters Beitriige zur chem. Physiol. u. Path.. Bd. V.S. 465. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 531. 

*, Festschrift fir Olof Hammarsten, 1906, 


Zentralblatt fiir Phvsiol.. Bd. XIX, S. 349. 
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v. Drjewezki!) kam zu folgenden Ergebnissen: jp 
einer Sodalosung von 0,5°/o fand sicher keine Autolyse si 


in einer solchen von 0.3°/o war sie in einem Falle nachwejs- 
bar, in einer anderen nicht, in einer O,2°%/o1igen war sie jy- 











zweifelhaft erkennbar, wenn auch schwicher, als ohne Alksl). 
Mit dem Einfluf{ geringer Alkalescenzgrade beschiiftigten <j | 
Biir und L6Ob,?) sowie in einer spiiteren Arbeit Baer?) allein, 





Wiener schlofi aus seinen Versuchen, dab die Autolyse ledig- 
lich ein postmortaler Vorgang sei, Bir und LOD spreche; 
sich nicht so entschieden aus, sind aber der Meinung, dali der 
Organismus in der Art des Blutzuflusses und des Lymphstrom 
einen Kegulationsmechanismus fiir die Autolyse besitzt. 

lm die in Rede stehende Frage einer Entscheidung nile: 
zu bringen, stellte ich Versuche in dreifacher Richtung an 

1. Es wurden die Versuche von Bér tiber den Eintly) 
geringer Alkalescenzgrade wiederholt und vervielfiiltigt. 

2. Es wurden vergleichende Versuche tiber die Autolys: 
In Blut und in Wasser von anniithernd demselben Alkalescenz- 
grade angestellt. 

53. Es wurde die Autolyse bluthaltiger und blutfreier Or- 


gane verglichen. 


l. Der EinflufB geringer Alkalescenzgrade. 
5G 


»? 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei bi: 
Ber Hunden, welche soeben durch Verbluten get6tet waren, 
wurde Ringersche Losung solange in die Pfortader eingefiilirt, 
bis sie aus den Lebervenen farblos abflob. Die Leber wurde 
auf diesem Wege giinzlich von Blut befreit. Die Leber wurde 
nunmehr zerhackt und von dem Organbrei je 10 ¢ mit 200 com 
physiologischer Kochsalzl6sung unter Zusatz bestimmter wec!- 
selnder Mengen Natriumearbonatl6sung in den von Bir anze- 
wandten Zahlenverhiiltnissen angesetzt und 4 Tage im The 
mostaten bei 39-——40° belassen. Alsdann wurde die Mischung 
nach Zusatz von 2 ¢ Monokaliumphosphat zur Entfernung des 


i 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 1, S. 229. 
*) Arch. f. experim. Pathol., Bd. LIII, S. 1. 
Arch. f. experim. Pathol., Bd. LVI, S. 68. 








y . La . - 
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Eiweibes!) gekocht, nach dem Erkalten wieder auf 200cem auf- 
cefiillt und filtriert. In je SO ccm des Filtrates bestimmte ich 
den Stickstoff nach Kjeldahl unter Anwendung von Queck- 
silberoxyd. Zum Zuriicktitrieren diente !/5s-Normalnatronlauge. 
in den Tabellen ist die Anzahl der Kubikzentimeter *'5-Nor- 
malsiiture angegeben, welche durch den nicht koagulierbaren 
Stickstoff beansprucht wurden. 

Im Maximum wurden, wie bei Baer, 48 eem '/5-Normal- 
iatriumearbonat in 200 ccm Menstruum angewendet, dieses 
entspricht einer Alkalikonzentration von 0,254" 0 Natriumear- 
bonat = 0,192 Natriumhydrat. 


Versuchsrethe I. 





Physiologische Nicht koagulierter N, 


‘leber '/s-n-Na,CO,. ,- ‘ 
Hundelebet -“~3S Kochsalzlésung entsprechend 


1 Qj "o> ' 7 a 
ices omea 5 Siiure in cem 


(J 
— 





sofort koaguliert 


L. 10 ——- + 200 2,2 
iT. LO + 48 + 152 6.9 
IIT. 10 L 24 +. 176 65 
lV. 10 +. 12 +. 1&8 & 2 
\ 10 +. § +. 194 va 
VI. 1) 3 +- 197 9.1 
VI. 10 0) +. 2OO 11,1 


Versuchsretihe II. 








Physiologische Nicht koagulerter N 





Hundeleber  "/s-n-Na,COs Kochsalzlésung - 15-n-Siure 

g ceccny ecm ecm 
sofort koaguliert 

| 10 —- +- 200 2,1 
IT. 10 +. 48 + 152 4,0 
HI, 10 ~+— D4 ape Tae KD 
lV. 10 =. 92 +. 188 11,4 
\. LO + 6 + 194 L105 
¥i 10 + 3 + 197 95 
Vi 10) 0) +- 200) 11,8 


1} Nach Embden und Knop, Hofmeisters Beitrage z. chem. 
ysiol. u. Path., Bd. Il, S. 123. 
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Versuchsreihe III. 








Hundeleber 


ae Physiologische 
‘/5-n-Na,CO, 


Nicht koaguliertey \ 


1 











Kochsalzlésung = "/s-n-Siiur 
cs cem ecm cem 
sofort koaguliert _ 
I LO +- 200 1.8 
IT. 10) + 48 +- 152 5.3 
ITI. LO +- 24 +- 176 0.6 
IV. 10 + 12 | 188 10,9 
V. 10) 6 194 8.3 
VI. LO + 3 t- 197 9,5 
Vil 10 0 t- 200 12,6 
Versuchsrethe LY. 
; Physiologische Nicht koagulierter N 
Hundeleber  '/s-n-Na,CO, Kochsalzlisung = '5-n-Siiure 
uv ecm cem ccm 
sofort koaguliert 
|. 10) () - YK) 1.6 
II. 10) +- 48 + 152 11,2 
HI. 10 1. 24 — 176 16.9 
lV. LQ + 12 +- 188 16.0 
V. 10 + 6 +- 194 11.4 
VI. 10) 3 +- 197 11.9 
Vil 10 0) +. 200 17.5 


0.2540 9 Natriumearbonat. 


Das Resultat der Versuche ist, wie die Betrachtung 4 
Tabellen ergibt, nicht einheitlich. 
lm Versuch I hemmt der grofte Alkaligehalt, entsprechen: 


am stiirksten, 


der 


halb 


OT)! 
o} 


SO 


Alkaligehalt aber ebenso stark: abgesehen hiervon bildet 
Hemmung eine ganz kontinuierliche Reihe: in den drei andern 


Versuchen liegt 
hochsten Alkaligehalt, aber die 





teihe ist 


die stiirkste Hemmung zwar auch bei de! 
nicht kontinuieriic! 


| 





: r , 
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die sechwicheren Konzentrationen hemmen mehr als die stir- 
ren. Das Optimum der Wirkung liegt bei Versuch [Il und 
ii] bet dem Zusatz von 12 ccm NatriumearbonatlOsung, ent- 
-prechend einer Konzentration von 0,0635°/o, bei Versuch IV 
be: dem Zusatz von 24 ccm Natriumearbonatlésung entspre- 
chend O,127%o. Auf die Abweichung des Versuches IV von 
i! und Ill ist bei den geringen Differenzen in der Angabe der 
verbrauchten Kubikzentimeter kein grober Wert zu legen. 
denfalls hegt das Optimum der Wirkung des Fermentes nicht 
bei den medrigsten Graden der Alkalescenz. sondern bei den 
hoheren zwischen 0.0635 und 0,127°/o Natriumcarbonat. 
Die Versuche II und UI stimmen mit den von Baer mit- 
teilten (er hat. soweit ich sehen kann, nur einen solchen 
Versuch angestellt) tiberein, auch er fand das Optimum bet 
Zisatz von 12 cem gleich 0,0635%o Natriumearbonat. Das 
Qotimum niéhert sich sehr stark dem ohne Zusatz von Alkali 
rreichten Umfang der Autolyse. Das ist ein sehr wichtiges 
Paktum, denn wir haben durchaus keinen Grund zu der An- 
nalime, daB wiithrend des Lebens in der Leber bezw. in an- 
ren Organen so sehr hohe Alkalescenzgrade bestehen. Nicht 
eniger wichtig ist, dafy auch bet einem Alkalescenzerade von 
(.25°/o Natriumearbonat die Autolyse keineswegs aufgehoben ist. 


ll. Versuche mit Blut und alkalisiertem Wasser. 


Zu diesem Versuche benutzte ich feinzerhackte, moelichst 
ische Kalbsleber, die ich in sterilisierte Gefiibe brachte. Das 
ste GefaiB fiillte ich mit 100g Leber und 500 cem Blut desselben 


eres. Das zweite mit 100 ¢@ Leber und 500 cem destilliertem 
Vasser mit einem Zusatz von Natriumearbonat entsprechend 
12" 5 NaOH gleich ©0.265°/o Natriumearbonat. Das dritte 
fab enthielt nur 500 com blut. Zur Steriisierung diente 
ein Zusatz von 1° 0 Totuol.!) AuBerdem wurden 500 cem Blut 


‘ 


') Chloroform hef sich nieht anwenden, da nach friiheren Beobach- 
ren von E. Salkowski (Deutsche Med. Wochenschr. 1888. Nr. 16) 


Blut dadurch bei 40° koaguliert wird. wie beim Erhitzen bezw. Kochen 
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unter Zusatz von 2,0 | Wasser unter minimaler Ans&uerung yj; 
verdiinnter Schwefelsiiure aufgekocht. 

Nachdem die Mischungen nach wiederholtem Scehiitlely 
72 Stunden im Thermostaten gestanden hatten, wobei die «j- 
kalische Reaktion bestehen geblieben war, wurden. sie pj 
2.5 1 destilhertem Wasser verdtinnt und unter Anwendung yoy 
verdiinnter Schwefelsiiure gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde 
durch Wasserzusatz das Volumen von 3 1 (mit dem Niedey- 
schlag gerechnet) hergestellt, dann durch trockene Filter {!- 
triert. Vom Filtrat nahm ich 2000 cem, lief bis 800 cem yer- 
dampfen (bezw. etwas mehr, dann wieder Wasserzusatz). |) 
der so erhaltenen eiweibfreien Fltissigkeit bestimmte ich: 

1. Gesamtstickstoff, 

2. Stickstoff der Albumosen, 

3. der Purinbasen, 

i der Monoaminosiiuren. !) 


Die erhaltenen Resultate sind in den folgenden Tabellen ent- 
halten. Die Zahlen beziehen sich auf die ganze angewendete 
Quantitiit des Versuchsmaterials. 


Versuchsreihe VY. 











. L. 2. 
100 g Kalbsleber 
| en oy OO albsleh: 
+- 500 ¢ Lésung ¥ & Kalbsh 
von 0,265°/o Na,CO, +- 500 ccm Blu 
5 
Gesamt-N ....... O.5O488 0.8344 
Monoaminosiiuren-N . .. ().2732 0.5281 
Albumosen-N .. . 0. 0. O.O7H] 0.0492 
Purinbasen-N. . . . 0.0788 | 0.0548 


') Vel. Inertiber die Arbeit von Drjewezki, Biochem. Zeitschri'! 


Bd. I, S. 229. 
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Versuchsrethe VI. 


-_~ 
so) 
—~— 








500 cem Blut 500 cem Blut 


sofort 


koaguliert 


digeriert 


100 ¢ Kalbs- 
leber 

-- NOVO cem 
Losung 

von 0.265" » 
Na,t Os 


cf 


4. 
100 g Kalbs- 
leber 
+- 500 com 
Blut 





resamt-N 


lonoaminosauren-N 


humosen-N 


irinbasen-N , 


0.2128 


0.0735 


O.0515 


0.4088 
} 0.1523 


O.1164 


0.0123 0.0067 


O.386-4 
0.2307 
O.0627 


0.0347 


Versuchsrethe VII.?) 


OSS48 
0.5331 
0.1008 


O.0436 








D)00 ecem Blut 
sofort 
koaguliert 


Oo 





» 


500 cem Blut, 


digeriert 


) 
oJ. 


100 ¢ Leber 
+ 500 cem 
0.265 °/oiger 


_ Na CO,-Lésung 


or 
— 


, 
we 


100 ¢ Leber 


| 
pa ee 
| 


500 ecem Blut 


(r 
me 





Gesamt-N. 


\lonoamino- 
siuren-N . 


0.1624 


0.0470 


0.2128 


0.0716 


0.3752 


O.L500 


0.5953 


02710 


Welche Schlubfolgerungen lassen sich aus diesen Zahl- 


ergebnissen ziehen ? 
Aus der Versuchsreihe V folgt zuniichst, dab die Bildung 
ier Albumosen und der Purinbasen jedenfalls durch die An- 


wesenheit von Blut gehemmt wird. 

Um zu sehen, ob das in der Versuchsreihe V beobach- 
ete Plus von Stickstoff im ganzen und von Monoaminosiure- 
‘lickstoff, das sich in der Mischung von Blut mit Leber zeigt, 
‘ielleicht von dem Blut als solchem oder von einer Autolyse 
lesselben abhiingt, wurde die Versuchsreihe VI angestellt. Dte- 


elbe zeigt: 


In dieser Versuchsrethe 


wurde 


nokahumphosphat entfernt. 


das Eiweifs 


durch Kochen 


mit 








a ()- , . , 
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|. Dali im Blute selbst Autolyse stattfindet. Der Umfa 
derselben ergibt sich, wenn man die fiir das frisch untersuc}): 
Blut erhaltenen Werte von denen des digerierten abzieht. 

Ks betriigt der Zuwachs an Gesamtstickstoff 0.4088 
0.2128 — 0.196 N: der Zuwachs an Monoaminosiiuren-N 0.152” 

O.0739 = 0.0784 N, der an Albumosen-N 0.1164 — 0.0515 
OO0490 N, 

Bel der Digestion des Blutes nehmen also Gesamtstict- 
stoff, Monoaminosiiurenstickstoff und Albumosenstickstol! zu. 
dagegen ergibt sich auffallenderweise eine Abnahme des Purin- 
basenstickstoffs. Da die Zahlen des N indessen sehr klein sind 
so kann man nur soviel schlieBen, dafi die Purinbasen jeden- 
falls nicht zunehmen, eine Spaltung von Nucleinsiiuren al: 
nicht stattlindet, sei es, daB es an solchen im Blut fehit o 
dali es an dem betreffenden Ferment, der Nuclease, fehlt. 

2. Um die Autolyse der Lebersubstanz in der Mischung 
der Versuchrreihe VI feststellen und mit der Autolyse 
Blutes vergleichen zu kénnen, muB man die Zahlen der ko- 
lumne 2 von denen der Kolumne 4 abziehen. Es ergibt s 
dann als Autolvse der im Blute digerierten Leber 


|. Giesamt-N O,8848 — 0.4088 = 0,4076 g, 
2. Monoaminosiiuren-N 0,5831 — 0,1523 = O,3808 g. 


3. Purinbasen-N 0.0436 — 0,0067 —= 0,0369 g. 

Fir den Albumosen-N ist die Rechnung nicht ausfiihrbar. 
da fiir diesen in Kolumne 2 mehr gefunden wurde als in |\ 
lumne 4. 

3. Vergleicht man mit diesen Zahlen die in der Kolumne 5 
erhaltenen, so ergibt sich beziiglich des Gesamt-N noch cin 
kleines Plus fiir die Autodigestion der Leber im Blut, gegen- 
liber der in Alkalil6sung, néimlich 0.0996 g (0.4800 — 0,580", 
ebenso fiir den Monoaminosiiuren-N 0,1501 g. Die Dilferenz 
fiir den Purinbasen-N ist zu klein, um in Betracht zu komme! 
und beziiglich des Albumosen-N ist ein Vergleich nicht mo 
lich, da fiir die Digestion des Blutes sich allein schon me! 
ergeben hat, als bei der Mischung von Blut und Leber.! 


Moclicherweise liegt hier ein Versuchsfehler vor. 
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Wenn man auf die Unterschiede bei ihrer Kleinheit auch 
keinen grofen Wert legen wird, so folgt doch jedentalls so 
viel daraus, dafi die Autolyse der Leber in Blut nicht schwa- 
her ist, wie die in Alkalil6sung von 0,265°/o Na ,CO,. 

Auch aus Versuchsreihe VII ergibt sich, dali das Blut einer 
Autolyse unterliegt. Der Zuwachs an Gesamt-N betriigt 0,0504 g, 
der an Monoaminosiiuren-N 0,0246 g, ist also allerdings recht 


eringftigig. 

Vergleicht man die Autolyse der Leber in Blut mit der 
o alkalischer Losung, so ergibt sich folgendes: 

In der Mischung 4 ist der Gesamtstickstoff (nicht koagu- 
ierbar) gefunden 0,5935 ¢. Davon entféllt auf das Blut 0.2128 g, 
iso auf die Leber 03825 g. In der Autolyse der Mischung 3 
st gefunden 0.3752 g, also fast dieselbe Zahl. 

An Monoaminosiiurenstickstoff fand sich in Mischung 4 
0271 ¢@: davon entfallt auf das Blut O0,0716 g; also auf die 
Leber 0.1994 
liissigkeit hat O,1500 ¢ ergeben. Es ist also noch ein ge- 


b a) 


g. Die Autolyse der Leber in der alkalischen 
ringes Plus fiir die Autolyse der Leber in Blut vorhanden. 

Was speziell die in Blut selbst stattlindende Autolyse 
petrifft, so haben M. Ascoli und Moresehi!) in den Leuko- 
cyten ein Ferment von derselben Wirkung wie das autolytische 
gefunden. Erben?) hat beobachtet, dab sich im menschlichen 
blut nach dreitagiger Digestion zwar kein Pepton, wohl aber 
Albumosen in geringer Menge finden. 


Ill. Versuche mit bluthaltiger und blutfreier Leber. 


Ich nahm zwei ungefiihr gleich schwere Kaninchen. Das 
eine wurde durch Durchschneiden der Carotis getotet, die Leber 
herausgenommen und von der Pfortader aus solange mit phy- 
‘iologischer KochsalzlOsung durchspiilt, bis die Fliissigkeit aus 
len Lebervenen farblos abfiob. Das andere Kuninchen wurde 
lurch Nackenstich getOtet und nach einer halben Stunde die 
ber entnommen. Natiirlich hatten die Organe ein sehr ver- 
whiedenes Aussehen: die erste Leber war grauweil}, die zweite 


1, Lavori dell XI Congresso Medico, Roma 1902, 
2) Miinch. Med. Wochenschr... 1906. 8S. 2567. 
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rot. Von jeder feinzerhackten Leber wurde dieselbe Quant! 
mit 500 ecm Chloroformwasser 72 Stunden lang im Therny- 
staten ber 59—40° gelassen, die gut verschlossenen Gefii 
Ofters durchgeschittelt. 

Nach beendeter Digestion wurden die Mischungen unte 
Zusatz von Monokaliumphosphat aufgekocht. Nach dem |) 
kalten wurden sie durch Wasserzusatz auf das Volumen y. 
DOO com gebracht. dann filtriert und von 50 cem der Stic 
stoff nach Kjeldaht bestimmt. In der nachfolgenden Tabe: 
sind die erhaltenen Werte fiir den nicht koagulierbaren Nz 


sammengefabt. 











; OQuantitiit N in der N in de 
Versuchs- ; 
des Leberbreies blutfreien Leber bluthaltigen Le} 
nuinmer . , ; 
in @ in g In g 
Vill 65 O.P716 0.2492 
IX 34 0,2016 O1736 
X 7S 0.4592 0.2940 
XI Df O.3864 0.25? 
XII 72 0.3556 O.3444 
MIT O67 0.4936 0.3050 


Bei Betrachtung der Tabelle fillt sofort auf, dab in al 
(} Versuchen ausnahmslos in der vorher durch Ausspiilen yon | 
Blut befreiten Leber mehr unkoagulierbarer Stickstoff gefunde: 
ist, als in der bluthaltigen. Es léibt sich nicht verkennen, ¢ : 
dieses Resultat in einem gewissen Widerspruch steht zu ¢ 
im vorigen Absehnitt behandelten Ergebnissen der Digest 
des Leberbreies in Blut. welehe zum wenigsten ergeben hatt: 
dali das Blut die Autolyse nicht hemmt. Das hohere Resu! 
bei der ausgespiilten Leber fillt umsomehr ins Gewicht, 
die ausgespiilte Leber natiirlich wasserreicher war, dasse 
Gewicht also nicht dieselbe Quantitéit Lebersubstanz repriis: 


tierte. Eine bestimmte Erklirung ist fiir die Erscheinung 

tiirlich nicht zu geben. Man konnte sich vorstellen, dai du 
die Waschtliissigkeit Substanzen entfernt sind, welche, al: 
sehen yon Blut. hemmend auf die Autolyse einwirken. 
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Fragen wir nun, was sich aus den Versuchen fur die 
Mrage ergibt, ob die Autolyse der Organe eine postmortale Er- 
«heinung ist, oder ob sie auch withrend des Lebens statt- 
findet, so l&aBt sich hieriiber folgendes sagen: 

Eine bestimmte Entscheidung haben meine Versuche nicht 
cebracht, und kénnen sie auch der Natur der Sache nach nicht 
bringen. Wenn man aber in betracht zieht, dab eine Alkales- 
cenz der Digestionsfliissigkeit von ca. 0,259/o Natriumearbonat 
die Autolyse nicht hindert, wenn sie dieselbe auch verringert, 
ferner dafi die Autolyse auch dann stattlindet, wenn der Or- 
canbrei sich direkt im Blut befindet, wenn man ferner erwiigt, 
dai die Alkalescenz des Blutes in den Organen durchaus nicht 
immer so hoch zu sein braucht, wie die des entleerten Blutes, 
so liegt kein Grund yor, die Autolyse fiir eine rein postmor- 
tale Erscheinung zu erkliiren: es ist vielmehr im hohen Grade 
wahrscheinlich, dab sie auch wihrend des Lebens stattfindet, 
und daB namentlich die Eiweifspaltung in den Organen wiihrend 
des Lebens durch die intracelluliiren Fermente bewirkt wird, 
eine Anschauung, die E. Salkowski!) schon vor 34 Jahren 
ausgesprochen hat. 

Mit Bestimmtheit zu entscheiden ist diese Frage nur, wenn 
es In groberen Versuchsreihen konstant gelingt, bekannte Ei- 
weibspaltungsprodukte, z. b. Aminosiiuren in plysiologisch 
rischen Organen nachzuweisen. Einen derarligen positiv aus- 
eefallenen Versuch hat bereits Drjewezki?) mitgeteilt, in 
welchem er in der Leber eines eben getoteten Hundes eine 
erhebliche Quantitat Leucin nach der a-Naphtylisocyanat-Methode 
von Neuberg und Manasse*) nachweisen konnte. 

Es sei mir gestattet, Herrn Professor Salkowski meinen 
herzlichsten Dank auszudriicken fiir den tatkriiftigen und be- 
‘indigen Beistand bei der Arbeit, sowie ftir den Kat, den er 
mir bereitwilligst bei meinen Untersuchungen gewilrte. 

') Virchows Annalen, Bd. LVIII, S. 3 (1873). 


2) Biochem. Zeitschrift. Bd. I, S. 244. 
°) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. Bd. XXXVI. S. 2359 (1905). 








Zur Kenntnis des Geschmackes. 
I. Mitteilung. 
Von 
C. Th. Becker und R. O. Herzog. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1907.) 


Im folgenden sollen Versuche tiber die Geschmacksinten- 
sitiit chemisch iihnlicher Stoffe mitgeteilt werden. 

Bevor auf die Beschreibung der Versuche eingegangen 
wird, mul eimiges iiber die Sehwierigkeiten gesagt werde) 
die sie darbieten, im wesentlichen Schwierigkeiten  psyvcho- 
logischer Art. Nachdem wir mit einer groben Zahl von Versuchis- 
personen gearbeitet hatten, zeigte sich, dab es erst nach Monat 
langer Ubung in Sicherheit!) gelingt, an Tagen guter Disposition 
(die zuniichst gepriift werden muh) zu regelmabig reproduzicy- 
baren Resultaten zu gelangen. Es handelt sich daber besonc: 
um Schulung des Gediichtnisses. Nur bet angestrengter 


merksamkeit gelingt es einigermafen sicher, die Starke zw: 


zeitlich getrennter, in der Intensitit aber nahestehender § 


‘) «Wenn ela Pliysiker ein Experiment macht, so mufs er natii 
die croftte Aufmerksamkeit auf den Gegenstand der Untersuchung richt: 
dieser Gegenstand selbst verhiilt sich aber passiv. Dementsprechend 
man sich vor, wenn ein psychologischer Experimentator A an et! 
zweiten Beobachter B Versuche aufstellt, so verhalte sich dieser e}e 
falls passiv, jihnlich dem physikalischen Gegenstand, und es komme 
darauf an, gewisse objektiv walirnehmbare Symptome, wenn auch | 
Uinstiinden mit Zubhilfenalime seiner eigenen Aussagen, an ihm fe 
stellen. Demnach nimmt man meistens noch weiter an, es komme 
sehr darauf an, dafi A ein geschickter Beobachter sei, zu einem 
suchsindividium 6 set aber jeder brauchbar, ja es sei vielleicht e 
psychologischen Dingen unerfahrener Mensch am brauchbarsten, we 
sich im hOchsten Grade der wiinschenswerten Unbefangenheit er! 
Diese Vorstellungsweise ist von Anfang bis zu Ende falsch, und ist na 
eine Umkehrung des wirklichen Verhaltens.» (Wundt, Vorlesungen 


Menschen- und Tierseele, + Auth (1906), S. 12. 
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‘indungen zu vergleichen. Ferner bedarf es auch einer gewissen 
schulung des Geschmacksorgans. Die Emptindung «sauer» ist 
recht oft nicht einfach, sie erscheint verkniipft mit adstringierend, 
bitterlich, salzig. Das destillierte reinste ( Leitfaihigkeits-)Wasser 
st gelegentlich Geschmacksemptindungen aus.!) Auberdem treten 
tastempfindungen auf und dergleichen. Mit diesen St6rungen 
mub die Versuchsperson vertraut sein. 

Nach recht ausgedehnten Vorversuchen, die im wesent- 
ichen der Uberwindung dieser Schwierigkeiten gewidmet waren, 
verfuhren wir endlich in folgender Weise. Die Versuchsperson A 
spilt den Mund mit destilliertem Wasser, und zwar, wie er- 
wiihnt, mit reinstem Leilfiihigkeitswasser, da sonst «der Blasen- 
veschmack» resp. -geruch> (Verunreinigung durch die Destillier- 
hblase) storend wirkt, eventuell nach mechanischer Remigung 
hierauf mub man aber zur Beruhigung der Reizung einige Zeit 
warten). Alsdann werden zwei durch die Versuchsperson B 
von riickwiirts (blind) tiberreichte, mit «Eins» und «Zwei» be- 
feichnete Becher in die rechte, resp. linke Hand genommen, erst 
der reehte, dann der linke entleert. Die Fliissigkeit wird immer 
ur solange im Munde behalten, bis eben eine klare Empfindung 
cingetreten ist, dann sogleich ausgespieen. Nach jedem Ver- 
<uch wird der Mund sofort wieder mit Leitfaihigkeitswasser 
fespiilt. Die beobachteten Empfindungen werden DB als z. B. 
Kins» stiirker als Zwei» sogleich diktiert. ebenso alle St6- 
rungen. Als Becher dienen kleine graduierte Welchgliiser: das 
rerwendete Fliissigkeitsvolumen betriigt 5.10, gelegentlich auch 
(5 com, ber sehr schwachen Losungen mehr, bei stirkeren Kon- 
zentrationen weniger. Ein Unterschied in den Resultaten wurde 
ibrigens bet verschiedenen” Fliissigkeitsmengen fiir dieselben 
Konzentrationen nicht beobachtet. Ebenso war die Temperatur 
in gewissen Grenzen belanglos, immerhin trat bet Korpertem- 
peratur «fader» Geschmack ein und eine gewisse Unemplind- 
ichkeit: waren die LOsungen zu kalt, dann wirkte das Kiilte- 
veftihl st6rend. Es ist notwendig, gleiche Volumina und gleiche 

', Normalerweise wurde das Wasser von allen Versuchspersonen 


us vOllig geschmacklos bezeichnet, was kontrirer Angaben in der Lite- 


atur halber ausdriicklich vermerkt sein. soll. 


~~ 
fc 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIL. 
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Temperaturen in beiden Versuchsglaésern zu haben. Als Chem 
kalien dienten die reinsten Produkte von Kahlbaum, die Ver- 
diinnungen waren mit Hilfe geeichter Mafgefabe und mit Leit- 
fiihigkeitswasser aus ein Zehntel-Normall6sungen frisch herge- 
stellt, bet Zuckerarten wurden stets frische Auflésungen gemach! 
Korkstopfen sind wegen leicht eintretenden «dumpfen», schimme- 
ligen Geschmackes resp. Geruches zu vermeiden. Am _ beste 
werden die Losungen nur ganz kurze Zeit und zwar in ge- 
diimpften Medizinflaschen aufbewahrt, die mit Uhrglasern be 
deckt sind. 


Siiuregehalt gleich stark sauer schmeckender 


Losungen. 


Die Intensitiit des sauren Geschmackes war bereits mel: 
fach Gregenstand des Studiums.!) Eine sichere Antwort auf di: 
Frage des Zusammenhanges dieser Eigenschaft der Siuren mi! 
anderen bekannten, physikalischen oder chemischen, konnt: 
bisher aber nicht vegeben werden: das dtirftte zum Teil in de: 
Komplikation der Erscheinungen selbst begriindet sein, zun 
andern ‘Veil aber wohl auch mit der Schwierigkeit der experi- 
mentellen Untersuchung zusammenhiingen. Auf zwei Wegen 
konnte man moghcherweise zu einem Resultate gelangen: ersten- 
durch Vergleichung der schwiichsten Konzentrationen, die eber 
noch wahrgenommen werden koOnnen, der Schwellenwerte. fii 
verschiedene Siuren. und zwettens durch Vergleichung von 
Losungen verschiedener Stoffe. die eben gleich stark saue! 
schmecken. Es hat sich gezeigt, dab der letztere Weg der be 
weitem genauere ist, wenn in bestimmtem Konzentrationsgebie! 


cearbeitet wird. 


') Vel. dazu z. B. Bailey, Proc. Kansas Acad. of Sciences. Bd. XI 


S. 10 (1887). —- Corin. Arch. de Biologie, Bd. VIII, S. 1&1 (1888). — 
Hevmans Z. Psvch. u. Phys. Sinnesorg., Bd. XXXI, 8. 330 (1899). 
Kahlenberg. Bull. of the Wisconsin Nr. 25; Se. ser., Bd. I], Nr. 1 


S. 1 (4898); Journ. of physical. Chem., Bd. IV, 5S. 33° und 533° (1900) 
ferner Am. chem. Journ., Bd. XX, S. 121 und 466 (1898): Zeitschrift fii 
physik. Chem., Bd. XXVIII, S. 174 (1899): Journ. of the Am. chem. Sor 
Rey. of the chem. Research, Bd. XXIDL S. 73 (1900). 
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Die Versuchsreihen wurden immer damit begonnen, dab 
man zundchst die Unterschiedsempfindlichkeit der Person A an 
lem Tage feststellte: sie wurde auch zwischen den andern 
Versuchen (natiirlich A unbewuft) immer wieder gepriift, auch 
wurden Ofters Vexierversuche, z. B. mit destilliertem Wasser ete., 
ingeschaltet. Es hat sich gezeigt, dab mehr als etwa 15 Ver- 
eleichsversuche in einer Sitzung nicht gut angestellt werden 
Konnen. Als Vergleichsfliissigkeit wurde in der Regel Salzsiiure 
verwendet, doch sind auch die andern Siiuren miteinander oft 
ronug verglichen worden. Bei unserer Versuchsanordnung wurde 
das Konzentrationsgebiet, an Salzsiiure gemessen, etwa zwischen 
0.0004 bis 0,002 normal als am besten erkannt. Nur an solchen 
Tagen, an denen Unterschiede um 0,0002 Normal-HCl stets mit 
Sicherheit erkannt wurden, sind Versuchsreihen angestellt worden. 
Von dem, wie erwihnt, sehr ausgedehnten Versuchsmaterial] 
raucht wohl nur das Wenigste mitgeteilt zu werden, genug, 
i ein Bild der erreichten Genauigkeit zu geben. Das sechliel- 
ch diskutierte Resultat ist nur aus liingeren einwandfreien, 
mehrfach mit demselben Erfolg wiederholten Versuchsreihen 
ewonnen. (Die Ubereinstimmung in den Resultaten zeigen z. B. 
die beiden Versuchsreihen vom 7. und &. Mai 1906.) 

lm eventuell zu theoretisch méglichst tibersichtlichen Re- 
sultaten zu gelangen, wurden fast nur einbasische Siiuren be- 
nutzt: Salzsiure (Abkiirzung: HCl, Salpetersiiure (5), Ameisen- 
‘iure (A), Essigsiiure (FE), Milchsiiure (M), Trichloressigsiiure (‘T) 
nd Buttersaure (Bb). 

Bevor das Beobachtungsmaterial angefiihrt wird, muh 
endlich noch folgendes bemerkt werden. Um den Geruch der 
uttersaure zu vermeiden, mute die Nase verschlossen werden, 
dunn war sie von HC] nicht zu unterscheiden. Trichloressig- 
‘iure zeigte oft bittern Geschmack oder Nachgeschmack, be- 
onders bei wiederholter Darreichung (Féllung von Eiweil ?), 
daher wurden schlieflich immer nur wenige Proben davon in 
einer Sitzung untersucht. Sonst wurde fiir gewoOhnlich kein 
Oualitiitsunterschied zwischen den einzelnen Siuren wahrge- 
Hommen. In den folgenden Tabellen dienen die angefiihrten 
bkirzungen zur Bezeichnung der Siuren, ihre Reihenfolge 


ZF 
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zeigt an, in welcher Reihenfolge sie verglichen wurden: <i, 


Zah 
Die 


len geben die Konzentration in Zehntausendstel-normal! ay 
zweite Kolonne enthilt das Versuchsresultat. die Zah] he- 


dentet die Reihenfolge der untersuchten Fliissigkeit, das Zeichen 


den 


beobachteten Intensitiitsunterschied. 
Am 4. Mai 1906. 


HCl 5, 7! 7 > 
HCl 7, 5 6 HC] > S$ 
S 6, HCL 5 HCL > S oder gleich 
HC] 6, 5 eher 65 5 
S 6, HCl 4 eher S > HC! 
HC] 4, E 10 E > HE] 
K 10, HCL 5 sehr iihnlich, vielleicht HCI] > E 
HC! 7, M 11 HCl > M 
M 11, HCl 6 M > HE] 
&. Mai 1906, nachmittags. 
HC! 14, 16 16 > 14 
HCI 16, M 23 HCl > M 
20, HCL 7 HC] S B 
HCl 7, 5 7oe 
HCl 6, B 20 HC] > B 
HC] 4, B 20 B > HCl 
B 20, HCL 6 B > HCl 
HCl 7, 6 7>6 
HCI 6, B 20 HCl > B 
B 20, HCl 7 HCl >» B 
B 20, HCL 6 B > HCl. wenig 
7. Mai 1906, nachmittags. 8. Mai 1906, vormittags. 
HC] &, 6 S > 6 


K 10, M 11 M>E 

M Il, A 10 M oder = A 
> 70, Hus Bays 

S 10, HCI & 2s > aR 


EK 20, HCl 10 HCIL>S E E 20, HC] 10 HCI] > E 
HCl 10, 8 LO > 8 HCl 10, 8 10> 8 


K 20, HCL S EK > oder = HCI E 20, HC] 8 E> oder = HC! 


') Die hier angefiihrten Tabellen entstammen einer spiteren Vi 


suchszeit; anfangs, als die Versuchspersonen noch nicht sehr reichlic!: 
Ubung hatten, muften zu Beginn jeder Versuchsreihe sehr viel za 
reichere Proben auf Disposition und Emptindlichkeit angestellt werd: 


eine 


Vorsichtsmafregel, die jedenfalls Anfiinger auf diesem Gebiete un- 


bedingt befolgen miissen. 








Zur Kenntnis des Geschmackes. I. 


M 23, HC] 12) M > HC! 


M 23, HC] 14 M > HC! M 23, HCl14 M » HCl 

HCl 14, M23. M » Hel 
HCl 12, 14 14 > 12 HC] 14, 12 14 > 12 
HC] 16, M 23. HCl S M M 23, HC116 HCl >S M 


HC] 14, M 23. HCl Spur > HCI A 19, M 23 A M 
HC] 16, A 19 HE! > oder A 
A 19, HC116 A S oder = HCl 


% Mai 1906, nachmittags. 


HCL 10, 8 LOS 8 

E20 [KE 20 — Na-Acetat 100)') E> [E 20 +- Na-Acetat 100), nicht viel 
8 20, HCI 8 HC] > B 

B 20, HCl 7 B »> HCl 

HCl 6, B 20 B > HCl 

HCl & B 20 HCl > B 

M 23, T 19 sehr iihnlich 

r 19, E 20 ¥>s 

HC] 8, 10 10> 8 

A 19, T 19 a> 


Fassen wir unsere gesamten Ergebnisse zusammen, so 
erhalten wir: 

Salpetersiiure, etwas schwiacher als Salzsiure, und zwar O,0006- 
n-HNO, == 0,0005-n-HC!, aber auch 0,0018-n-HNO, == 0,0017-n-HC] 


0,0019-n-Trichloressigsiiure 0,0014—0,.0015-n-HC] 
0.0019-n-Ameisensiiure = 0,0016-n-HC] 
0,0023-n-Milchsiure - 0,0015-n-HC] 
O0.00L0-n-Essigsiure = 0,0004—0,0005-n-HC! 
0,0020-n-Essigsiiure == 0,0008-n-HC] 
0,0U020-n-Bultersiure = 0,0006—0,0007-n-HCl 


Schreiben wir die relativen reziproken Werte als «Inten- 
sitiiten» in einer Reihe, die Intensitét der Salzsiure 100 gleich- 
vesetzt, darunter die Diffusionskoeffizienten (nach Nernst?) 
berechnet), wieder der Wert fiir HCl = 100 angenommen, 
dann erhalten wir folgende Tabelle, deren dritte Horizontal- 
reihe die relativen Stérken der Siuren (nach Ostwald) enthilt: 


1, DP. h. eine Lésung, die an Essigsiure 0,002-normal, an Natrium- 
acetat 0,01-normal ist (eine soleche Lésung von Natriumacetat zeigt noch 
so schwachen Geschmack, dafi der Sauregeschmack nicht dadurch be- 


einfluht wird). 
*) Fiir schwache Elektrolyten gelten allerdings die berechneten 


Werte nur fiir praktisch unendliche Verdiinnung. 
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: Sal- | fri- | | oe 
Salz- chlor- Ameisen- Milch- Essig- Butt. 
" peter- ac _ i . 
siiure essif- —_siiure — siiure” siiure | siiy 


SaUure ciinre 





(; ph acKs- , - iF -4 & 
res hm Uk 100) F 100 76 4 6) 4D 4 3? 
Infensitat ~ 
niffe S- ~ - ~ = ~oO © - © p~ 
Daft SLONS 100 QA 48.5 ia 53.5 ods oa 
Koettizient 
Stirke 100 100 7D 1.5 1 0.4 0.4 


Aus der Tabelle ergibt sich sogleich mit Sicherheit (in 
Ubereinstimmung mit den bisherigen Versuchen), daf die Stiirke 
der Siiuren kein direktes Mab ihres sauren Geschmackes dar- 
stellt. Wir vermuteten von Anfang an, dafi die Intensitiit des 
Geschmackes durch den Ditfusionskoeffizienten bestimmt sei: 
wie wir erst nach Beendigung unserer Versuche fanden, ha! 
dies A. A. Noyes?) schon friiher ausgesprochen. Man siel)! 
aber, dab die Abweichungen nicht nur tiber die Versuchsfehle: 
weit hinausgehen, die nach den zahlreichen Bestimmungen den 
Betrag von O,O0OOL bis hédchstens O,0002-n-HCI nicht tiber- 
schreiten diirften, sondern auch eine bestimmte Regelmibigke:! 
zeiet. Ber den stirkeren Séuren sind die Intensititen zu klein. 
bei den schwachen zu grof. Man wird also daher vielleich! 
die von Ostwald?) ausgesprochene Annahme noch zu Hilfe 
nehmen mtissen, daf beim Sehmecken von Sauer das Salz 
einer mittelstarken Siiure eine Rolle spiele, dessen Anion mi! 
dem Wasserstoffion entsprechend reagiere. In erster Linic 
ist aber wohl die Menge der in der Zeiteinheit eingedrungene:) 
Siiure mabgebend. Es ist auch denkbar, dal das Salz di 
Durchliissigkeit der zu passierenden Membran bestimmt oder 
dab es seine Wirkung im Apperceptionsorgan entfaltet. 

Die Diffusionskoeffizienten eines schwachen Elektrolyten 
miissen bei steigender Konzentration fallen, eine Andeutuny 

') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXVI, 5. 614 (1901); eben 


dahin fiihrt auch die Erklirung Th. W. Richards, Journ. physic. Chem. 
Bd. IV, S. 207 (1900). Vgl. Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXVI. 


S. 614 (1901). 
‘) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXVIII, S. 174 (Anm.), (1899 
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davon zeigen unsere Versuche mit Essigsiiure, die durch das 
weitaus reichste Material gesttitzt sind. Auch der Zusatz eines 
eleichnamigen [ons setzt den Diffusionskoeffizienten herab, wie 
die Versuche zeigen, auch die Geschmacksintensitiit : 
Versuche vom 6. Mai 1905. 

E 10 [Na-Acetat 10 —- E 10] E > [Na-Acetat 10 + E 10] 

[Na-Acetat 20 -—- E 10], E 10 EK >» |Na-Acetat 20 +- E 10] 

Vel. auch Versuchsreihe vom 9. Mai 1906, nachmittags (S. 508), 


Versuche tiber die Schwellenwerte der Siure. 


Die Versuche wurden wie oben beschrieben angestellt, 
der eine Becher enthilt Leitfihigkeitswasser; das Fltissigkeits- 
volumen betragt meist 15 cem. Es gelang, 0,0Q005-n-Salpeter- 
siure von Wasser mit Sicherheit zu unterscheiden. Salpeter- 
siiure, Salzsiiure, Ameisensiiure, Essigsiiture. die untersucht 
wurden, ergaben nicht merklich andere Resultate. Bei Anwen- 
dung von 10cem Fliissigkeit konnten 0,0001-n-L6sungen dieser 
Siiuren von Wasser meistens noch mit voller Sicherheit unter- 
schieden werden: allerdings kann die Geschmacksqualitat nicht 
mehr als «sauer> bezeichnet werden, es besteht eben nur ein 
(nterschied im Geschmack gegen reines Wasser. — Es ist 


wohl nicht notig, hier Belegversuche anzutiihren. 


Alkalien und Salze. 


Unsere bisherigen Versuche mit Alkalien und Salzen der 
Leichtmetalle ergaben Resultate, die prinzipiell mit denen anderer 
Forscher, vor allem Hiéber und Kiesow!) in Ubereinstimmung 
stehen, zeigen. dal} die Konzentrationen der Schwellenwerte fir 
iede Gruppe ziemlich konstant sind. So konnten 10~*‘-Normal- 
sungen von KOH, NaOH, NH,OH von Wasser unterschieden 
werden; die Schwellenwerte von KCl, NaCl, NH,Cl lagen etwa 
bet 107° normal. Ein dihnliches Verhiiltnis fanden auch Hober 
und Kiesow, nur um eine 10-Potenz héher, da sie mit anderen 
Mengen arbeiteten. 

Leider lieben sich auch die Alkalien, die bekanntlich tn 
liesen schwachen Konzentrationen sti} schmecken, nicht zur 


Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXVII, 5S. 601 (1898). 








HO4 C. Th. Becker und R. O. Herzog. 


Kontrolle des bei den Sauren erhaltenen Resultates herbeiziehen: 
bei den Salzen, die ja schon in sehr verdiinnten Lésungen ganz 
verschiedenartig schmecken, war das von Anfang an nicht zi 
erwarten. Aber auch der Vergleich der Alkalien zeigte die 
Undurehfiihrbarkeit des Versuches, da offenbar nicht nur da, 
OH-lon, sondern auch das Kation (und eventuell das nicht diss: 

ziierte Molektil. s. Hober und Kiesow) am Geschmack }e- 
teiligt ist: NH,OH schmeckt «laugenhaft», in KOH tritt de: 
siife Geschmack des K. soweit hervor, dab es siiber schmeck! 


als NaOH. 
Kohlenhydrate. 


Uber den Geschmack der Kohlenhydrate finden sieh natur- 
gemiéb in der Literatur!) viele zerstreute Angaben, doch scheint 
eine systematische Untersuchung bisher zu fehlen. 

Am besten gelangen die Vergleiche bei Anwendung vou 
5 cem und 5.107-%-Normallésungen. Wir haben uns vorliiutig 
damit begntigt. die Rethenfolge der Gesehmackintensititen be) 
dieser Konzentration festzustellen. Man erhielt dabei folgendes 
Resultat : 

Rohrzucker > Liivulose > Milechzucker = Dextrose > Maltose > Galaktos 

Da die Dilfusionskoeffizienten der Biosen untereinande: 
und der Hexosen untereinander sich kaum merklich unte: 
scheiden diirften, miissen hier wie bei den Sauren wohl ander 
Kinfliisse auftreten. Welcher Art diese Einfliisse sind, ist frei 
lich schwer zu sagen. Man kann vorléufig an Reaktionsge- 
schwindigkeil (zwischen Substrat und Gesehmacksorgan)?) ode) 
an Vorgiinge mehr physikalischer Art, wie etwa Ldéslichkeit. 


Adsorption u. dgl. denken. 


') Literatur ber Geschmack vgl. in den Monographien: v. Vintsc! 
gau in Hermanns Handb. d. Physiol., Bd. Il (1879); Marchand, L 
gout (1903); W. Nagel in Nagels Handb. d. Physiol... Bd. HL (1905 
W. sternberg., Gesehmack und Geruch (1906). 

*) Vel. die Geschimacksunterschiede zwischen d- und l-Asparag 
Piutti, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, S. 1691, 1886), d- m 
I-Glutamin (Menozzi und Appiani, Atti d. R. Aec. d. Lincei Roma |: 


Bd. 2. I. S. 421, 1893) u. a 


i. -_ « 
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Die Schwellenwerte ftir die Zuckerarten liegen etwa 
el 10-? normal. 

Aus den bisherigen Versuchen hat sich folgendes ergeben: 

1. Bel gewissen Konzentrationsintervallen lift sich die 
Gesechmacksintensitit gleichartig sehmeckender, chemisch ver- 
schiedener Werte gut bestimmen; dabei ergaben. sich fiir 
Siiuren die relativen Werte: 


Salzsiiure 100 
Salpetersiiure < 100 
Trichloressigsiiure 76 
Ameisensiiure S4 
Milchsiiure 65 
Kssigsiiure 494 
Buttersiure 32 


Fiir Kohlenhydrate die Reihe: 

Rohrzucker Liivulose > Milehzucker = Dextrose > Maltose > Galaktose. 

Diese Ergebnisse sind in mittleren Grenzen unabhiingig 
von der Temperatur und dem Volumen. 

2. Die Bestimmungen der Schwellenwerte sind erheblich 
ungenauer: es ist eigentlich nur modglich, die Grobenordnung 
bei bestimmter Versuchsanordnung anzugeben. Ein Unterschied 
regen reines Wasser wurde von uns wahrgenommen: 


=U, 
Bei Siiuren vom Gehalt cem 0.—1 10— + norm. 
Alkalien ; "* oe 
Salzen > 05s—1 10 
Kohlenhydraten 10-2 , 


') Diese Versuche sind im Frithjahr 1904 im zoologischen Institut 
zu Kiel begonnen worden. Ich méchte auch hier nochmals Herrn Professor 
Brandt fiir die damals gewidhrte Gastfreundschaft den besten Dank aus- 


H., 


prechen! 








Bemerkung zur Methode der Bestimmung des Quotienten = 
bei der Carbaminoreaktion. 


Von 
M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Juli 1907.) 


(1 
N 
entsteht ein den Quotienten vergro6bernder Fehler dureh Geer 
wart von Alkohol, indem dieser beim spiiteren Aufkochen (es 
Filtrates die Abscheidung von Calciumearbonat verursa: 

Dieser Fehler kommt bereits zur Geltung, wenn mehr als z\¢ 
Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinl6sung als Indikator vo 
wendet werden. Deshalb ist nicht alkoholische Phenolphthalein- 
losung, sondern eine LOsung von Phenolphthalein in Kalkwasse: 


Bei der Bestimmung des Quotienten ——* bei Amidokérpey 


zu verwenden. 

Auf die aus den friher mitgeteilten Bestimmungen ¢e- 
zogenen Schliisse?) hat die Abénderung der Methode keinen 
Kinflub. 

Ob die durch die Gegenwart kleiner Alkoholmengen ver- 
ursachte Bildung von Calciumearbonat beim Kochen des fi'- 
trates durch eine vorausgegangene Bildung von éthylkolilen- 
saurem Calcium oder kolloidem Caleciumcarbonat im Sinne \ 
(. Neuberg und E. Neimann®?) beruht, konnte bisher ni 


())) 
e 


festgestellt werden. 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 171. 
*) Ebenda, 5. 172 und 173. 
) ©. Neuberg u. E. Neimann, Biochem. Zeitschr., Bd. I, 5. | 
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Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem Eiweif’ im Organismus des Hundes. 
Von 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


jem chemischen Institute der Universitat Berlin und dem biochemischen Labora- 
torium des Krankenhauses Urban, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am #4. Juli 1907.) 


Durch eine Reihe von Stoffwechselversuchen mit einer 
Nahrung, deren. stickstoffhaltiger Anteil nach exakten Unter- 
sichungen fast ausschlieblich aus Aminosiiuren bestand, haben 
wir!) dargetan, dab Hunde sich mehrere Wochen lang nicht nur 
nm Stickstoffgleichgewicht halten kénnen, sondern dab sogar 
bei einer solechen Erniihrung Stickstoff retiniert wird. Als 
Kiweibersatz hatte bei allen diesen Versuchen durch Fermente 
tiel abgebautes Casein gedient. Wir wiahlten gerade dieses 
Protein, weil wir vermuteten, dab es alle Bausteine enthiit, 
die zum Aufbau der Gewebs- und Zellproteine notwendig sind. 
\uBerdem hielten wir es fiir durchaus notwendig, zuniichst 
con einem Materiale auszugehen, dessen Zusammensetzung 
wir in engen Grenzen kennen. Die wesentlichste Grundlage 
fiir alle unsere Versuche schien uns die moéglichst genaue Kenntnis 
des verfiitterten, abgebauten Proteins zu sein. Wir haben in 
edem Einzelfalle durch eingehende Untersuchungen ausge- 
~chlossen, daB in den Verdauungsprodukten des Caseins irgend- 


Emi! Abderhalden und Peter Rona, Fitterungsversuche 

' durch Pankreatin, durch Pepsinsalzséiure plus Pankreatin und durch 

Siure hydrolysiertem Casein, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 528, 1904. 

Ferner: Uber die Verwertung der Abbauprodukte des Caseins im 

erischen Organismus, Ebenda, Bd. XLIV, S. 198, 1905. — Ferner: Weitere 

Beitrige zur Kenntnis der EiweiBassimilation im tierischen Organismus, 
benda, Bd. XLVII, 8. 397, 1906. 
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wie an Menge in betracht kommende komplizierter 
Spaltprodukte vorhanden waren. Ganz besonders weit 
Abbau beim jiingsten Versuche dieser Art getrieben 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


gels 
Wal 
Worde) 


den der eine von uns in Gemeinschaft mit Dr. Oppler?) 


gefiihrt hat. Eine zweite Hauptforderung war unbedingt eine .\ 


4 


dehnung der Versuche auf einen moglichst groben Zeitrayy, 
her der Austtihrung der genannten Versuche war es 4 
zim vorneherein klar, dai es kaum gelingen wtirde, eine we- 


sentliche Gewichtsvermehrung der Versuchstiere wiihrend 
Dauer des Versuches herbeizuftihren. Casein als solches very 
mit Fett und Kohlehydraten zusammen kaum fiir die mannig- 


fachen 


Bedtirfnisse 


des 


tierischen Organismus aufzukomme: 





Wollte man unsere Versuche nach dieser Richtung weiter aus- 


dehnen, so mubte man unbedingt zu einem Produkte greife 
h. ohne vorherigen ktinstlichen Abbau, 


das fiir sich allein, d. 


eine Gewichtsvermehrung speziell eines wachsenden Organismu- 
Zune lis! 


hervorrufen 
14 Tage unter Toluol bei 87° der Autolyse tiberlieben. Zu 
Verdauungstliissigkeit setzten wir dann Pankreassaft und schii 


lich 


nach f 


kann. 


Wochen 


Wir 


noch 


wiihlten 


Darmsaft. 


Fleisch, 


Die 


das 


ganze 


WIL 


Verdau 


dauerte 3 Monate. Das filtrierte Verdauungsprodukt gab ke 
Biuretreaktion und mit Ammonsulfat weder bei Halb- noch | 


Ganzsittigung eine Fillung. 


Wir haben 


einen Teil des VY 


dauungsproduktes nach Fiillung mit Phosphorwolframsaure 


sehr verdtinnter (etwa 


| 


viger) Losung auf Monoaminosiitie: 


untersucht und mit den gefundenen Werten diejenigen 
vlichen, die wir bei der Hydrolyse von Fleisch mit rauchend: 


Salzsiiure in der gewohnten Weise erhalten hatten. Die 


fundenen Mengen zeigten in recht engen Grenzen eine gute Uber 


einstimmung. SchlieBlich haben wir einen Teil des zur Trock: 
verdaumpften Verdauungsproduktes direkt in der gewohnten Wei 
mit Alkohol und Salzsiiure verestert und die freien Ester 
Auch hier kamen wir zu ganz iihnlichen Werten 


stilliert. 


bei der totalen Hydrolyse durch starke Salzsdure. 


End! 


'; Emil Abderhalden und Berthold Oppler, Weiterer Be: 
zur Frage nach der Verwertung von tief abgebautem Eiweif$ im Orgatis- 


mus des Hundes, 








Ebenda, Bad. 
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haben wir auch den Phosphorwolframsiiureniederschlag zerlegt 
ind die mit Phosphorwolframsiiure fiillbaren Produkte isoliert 
ind ihre Menge bestimmt. Auch diese Untersuchung ergab, dab 
mzwelfelhaft das verdaute Fleisch fast vollstiindig bis zu den 
einfaechsten Bausteinen abgebaut worden war. Wir diirfen so- 
mit praktisch das verfiitterte Produkt als vollstiindig abgebaut 
betrachten. 

Die foigende Tabelle gibt das Resultat unserer Unter- 
suchung wieder. (Vel. S. 517.) 

Zu diesem Versuche ist noch zu bemerken. dali der Hund 
einer grobrassigen Art (Bastard) angehorte und beim Beginne 
des Versuches etwa 3 Monate alt war. Die Nahrung bestand 
neben dem Verdauungsprodukt aus feinster Starke, aus Trau- 
benzueker (wasserfrel, Kahlbaum) und aus Schweineschmalz. 
Die Stirke enthielt etwas Stickstoff (O.15°/o). Diese Menge 
ist der im verfiitterten, abgebauten Fleisch enthaltenen Stick- 
-toffmenge hinzuaddiert. 

Der Versuch verlief ohne jeden Zwischentfall. Das Ver- 
-uchstier war sehr munter und nahm die Nahrung ohne jedes 
\iderstreben. Diarrhoe trat nie auf. Wir brachen den Haupt- 
versuch am 29. Juni ausschlieBlich deshalb ab. weil wir 
kein verdautes Fleisch mehr vorrétig hatten. Am 30. Juni ver- 
abreichten wir dem Versuchstier verdaute Milch. Sie war nicht 
<> weit abgebaut wie das Fleisch und enthielt sicher noch 
Komplizierter gebaute Produkte. Das eingedampfte Verdauungs- 
produkt schmeckte sehr stark bitter und wurde vom Versuchs- 
tier schon bei der ersten Fiitterung zuriickgewiesen. Die ge- 
ringen aufgenommenen Mengen gentigten, um Erbrechen und 
Miarrhoe hervorzurufen. Die drei folgenden Tage erhielt das 
Versuchstier stickstofifreie Nahrung, um festzustellen, wie grob 
ier Hungerstiekstoffwert war. 

Ein Blick auf den Hauptversuch zeigt, dali das Versuchs- 
‘ier fast ausnahmslos Stickstoff retiniert hat und zwar meist 
in ganz betriichtlichen Mengen. Ferner hat das Korpergewicht 
-teg zugenommen. Das Gewicht des Hundes betrug am Be- 
vinn des Versuches 9600 g. Am 8. Juni wog das Tier 9700 g 
und am SchlufB des Hauptversuches (29. Juni) 9910 ¢g. Wir 
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(1e- rey Har kK (re- 
= arn- ot a 
init . Harn- Kot- pea 
Si - S - . 
Datum —" wicht menge (trocken) : Bilanz}] Bemerky 
N-Fin- N N. N-Aus- 
. in 2. ih ¢¢tm; mm 2 , 
fuhr © © fuhr 
4. VI. O7 $50) 9600) BOO 8.271 3.64 O50 4.14 1 — O36]... 
Nahrung }): 
) b.DO0 9560 31d $00 OW) 440 [+ O10}75 g Stirs 
. , - - 16,2 , - y SS 7 | ‘ Trauben 
5 tO 9580 285 | t.07 O40 4.47 14+. 0,03], jorge 
i +4) gf Fet} 
<p t90 9700 ye) 194 3,93 0,39 3,92 [--0,d8f Schabetle 
») , > 
- ~ , - “yi ‘ ~~. ‘ ‘ ' - <= 
&. i£.50 9700 405 f 3.53 0.39 3,92 [+ 0,58 Bt g 
Y, £90 9600 B60 11,7 | 4.70 0.70) 540 1—0,90TNahrune : 
- ~ye s~ . ‘ Lendl hd ‘ > s S ri = 
10. (50 9560 345 202 13.62 0.76 438 1012 “suse | 
, l@ISCh OSS 
1] bDO YD60 365 | 3,62 O38 4,00 [4-0.5070  Verdanu 
‘2. D0 9600 BSO 725.1 | 4,32 0.38 4.70 |J—0.20 BenIsca 
‘9 \ 
13 tO) YBOO 74) | t.32 O38 4.70 1— 0.201 sonst wi 
14. t£900 9730 390 101 | 4.27 0.39 4,66 1— 016 
1d. 50 9790 400 13.0 3.73 O69 4,42 [0.08 
16. £90 YR5O B85 | 1.07 O94 4.61 J—O0.11 
18.5 
17. bO0 YS30 360) | 3,72 0,04 4,26 0.24 
1X. BOO YS25 EO — 10.5 7 8.29 O46 3.75 [-- 0.75] Nahrung 
19. $50 9850 380 17.7 | 3,61 0.62) 4,23 [-+ 0,27 om 
t? i i 
2), b.5d0 9850 375 3.38 0.60 3.98 |-- 0.52 
ia : on pee Boe i in nur —- 
?1 t.90 YR50 S00 | 3.51 0.60 4.11 1+ 0.39 
2? 4.5)0  YS845 SSO «17.2 1 3.55 0.74 (4.29 |]+-0.21] Trauben: 
23 OO 9850 400 3,20 0,535 .3,75 [+- 0.75 we 
: 25,7 a 10 g F 
24. $50 9855 390 3.87 0,55 4,42 [4+ 0,08 
a Pa ~ oaled , = ‘ ve os. a) ! a a al Fi 
eae tO0  OYSDO 87) 24.9 3.65 O63 4.26 +. (),24 : 
26. $50 9860 B80 15.5 | 3,42 0.64 4,06 [4+ 044 
27 £50 YS60 S45 15.0 352 O64 416 |-—- O34 
28. £OO 9870 860) 15.3 | 38.52 0.64 4.16 [+ 0,34 
29. RO 9910 B80 13.1 13.10 0.73 3.83 -- 0.67 
Versuch, di 
e produkte 
30. 9710 wid eae ere _ ro oar atta 
Erbre 
Profuse D 
1 VIL O07 O10 9790) 410 17.9 | 1.28 0.66 1.94 [— 1.84)Nahrung | 
SO @ Stiirk: 
2 O10 9730 390 , OS O36 44 I— 1341 °..° 
2 A 73 lis I, 36, LAs 134 eatin 
3. 0.10 9735 300 | 1.01 O36 1,37 [— 1.27 5d,4 g 
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hatten Gelegenheit, einen Hund desselben Wurfes zu wiegen. 
Sein Gewicht betrug zu beginn des Versuches etwa Q9S800O g 
und am 29. Juni wog er 11650 ¢. Dab unser Versuchshund 
keine so grobe Gewichtsvermehrung zeigte wie der in Freiheit 
eebliebene, tiberreichlich mit normaler Nahrung gefiitterte Hund, 
-| ohne weiteres klar. Jedenfalls berechtigt unser neuer Ver- 
such zum Schlusse, dab ein wachsender Hund withrend 
: langer Zeit (8 Wochen) seinen Stickstoffbedarf aus- 
q schlieblich aus total abgebautem Eiweil decken kann. 
\Vir sind ferner zu dem wichtigen Schlusse berechtigt, dab 
| nicht nur Stickstoffgleichgewicht erzielt wird, sondern dafh sogar 
| eine reichliche Stickstoffretention eintreten kann. Sehr 
] erobes Gewicht legen wir ferner auf die Tatsache, dali unser 
Versuchstier an Korpergewicht zugenommen hat, wiihrend der 
cinzen Versuchsdauer munter und gesund blieb, so dali wir 
isschlieBlich deshalb den Versuch nach 21 tiigiger Dauer 
vebrochen haben, weil uns das abgebaute Fleisch ausgegangen 

ir. Wir betonen, dafi die Zunahme des Korpergewichtes an 

und fiir sich uns nicht so bedeutungsvoll erschiene, wenn nicht 

« iibrigen Daten dafiir sprechen wurden, dali wir das ver- 

mchrte Kérpergewicht auf eine Zunahme an Gewebssubstanz 

d nicht allein auf eine Vermehrung des Wassergehaltes der 
Gowebe zuriickzufiihren haben. Sehr fiir diese Annahme spricht 

dis allmihliche Ansteigen des Ko6rpergewichtes, ferner dessen 
Abfall nach dem Ubergang zur stickstofffreien Erniihrung bei 
seich grober Kalorienzufuhr. Wir glauben, dal alle unsere 
\ersuchsresultate und in allererster Linie der mitgeteilte 
Versuch fiir sich allein sprechen, und wir wollen aus diesem 
(runde jede weitere Spekulation unterlassen. Wir haben 

i den friiher mitgeteilten Versuchen stets die Frage offen 
seassen, ob wir von einem Aufbau der verfiitterten Amino- 
-iuren zu Korpereiweii sprechen diirfen, obwohl jede andere 
Veutung zu ganz komplizierten Erklirungsversuchen  fiihren 

ite. Wir glauben nach dem <Ausfall des eben mitgeteilten 
rsuches nun mit aller Bestimmtheit behaupten zu diirfen, 

das Problem der Eiweibsynthese im tierischen Or- 

‘uismus nun auch experimentell als bewiesen anzusehen ist. 
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Jedenfalls lift der neue Versuch eine andere Deutung als die. 
dafi die verfiitterten tiefen EiweiBabbauprodukte zum Teil we- 
nigstens zu Korpereiweif wieder aufgebaut worden sind, kaum 
zu. Wir legen grofen Wert darauf, da®B unsere ganze Ver- 
suchsserie zur Beurteilung der ganzen Frage herangezogen wird. 
und dali mehr, als es bis jetzt der Fall war, berticksichtigt wird. 
dal} bei unseren Versuchen zum ersten Male in ibrer Zusammen- 
setzung, was die Grobe des Abbaues anbetrifft, genau bekannte 
Produkte zur Verftitterung gelangt sind, und dali in jedem 
Kinzelfalle die Versuche sich tiber Wochen erstreckten. 

Wir médchten noch hinzufiigen, dab andere Versuche!: 
es recht wahrscheinlich machen, dafi der Aufbau der Proteine 
aus deren Abbauprodukten bereits im Darme einsetzt. Es is! 
wenigstens bis jetzt nicht gelungen, Eiweibabbauprodukte im 
Plasma selbst auf der Héhe der Verdauung mit Sicherheit nach- 
zuweisen, und ebensowenig lei sich eine Beeinflussung de 
Zusammensetzung der Proteine des Plasmas durch die Art des 
Nahrungsetweifes feststellen. Es ist betont worden, dal cins!- 
weilen vieles dafiir spricht, dali die Nahrungsproteine regel- 
miibig im Magendarmkanal weit abgebaut werden, und dai dain 
bereits in der Darmwand eine Synthese stattfindet, und zwar 
wurde angenommen, da} zunichst die Plasmaeiweibkorper au! 
gebaut werden und diese den Korperzellen als Nahrung dienen.” 
Wir mochten, um Mibverstiindnissen vorzubeugen, betonen, ai 
unsere chemischen Methoden vorliiufig nicht gestatten, das in 
gegebenen Fall vorhandene Plasmaeiweif von den inmitien 
des Verdauungsprozesses neu hinzukommenden Proteinen 2. 
unterseheiden. Selbstversténdlich kénnen trotzdem Unterschiede 
vorhanden sein. Eimmal stiitzen sich die nach dieser Richtung 


') Emil Abderhalden und Franz Samuely, Beitrag zur Fra 
nach der Assimilation des Nahrungseiweifes im tierischen Organismus, 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 193, 1906. — Emil Abderhald: 
Casimir Funk und E. S. London, Weiterer Beitrag zur Frage ni 
der Assimilation des Nahrungseiweifes im tierischen Organismus, Eben 


Bd. LI. S. 269, 1907. 
cy 


2) Vel. Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie, | 


S, 285 ff. und 680 ff. 
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yon dem einen von uns in Gemeinschaft mit Samuely,'*) 
Funk und London?) ausgeftihrten Untersuchungen nur auf 
den Gehalt der Plasmaeiweibkorper an Tvrosin und Glutamin- 
siiure unter verschiedenen Bedingungen. Es ist wohl moglich, 
da’ bet Beriicksichtigung der anderen am Aufbau der Plas- 
maproteine beteiligten Aminoséuren sich Unterschiede zwischen 
den «genuinen»> Plasmaeiweibkorpern und den resorbierten, 
umgewandelten» Proteinen der Nahrumg finden wiirden. Einst- 
weilen stellen uns die fiir eine quantitative Bestimmung aller 
Aminosiiuren noch lange nicht ausreichenden Methoden hier 
bestimmte Schranken. Wir halten es jedoch auch nicht fiir 
ausgeschiossen, dal etwaige Unterschiede zwischen den viel- 
leicht funktionell verschiedenartigen Plasmaeiweibkorpern durch 
die Reihenfolge der einzelnen Aminosiiuren usw. bedingt sind. 
Der Organismus kann gewif durch bestimmte Anderungen der 
Struktur usw., Proteine und aueh andere Substanzen, die er 
vom Stoffwechsel ausschalten will, fiir die entsprechenden 
Fermente unangreifbar machen. Wir verweisen nach = dieser 
Richtung auf die Beobachtungen tiber das Verhalten der syn- 
thetischen Polypeptide gegen Pankreassaft.%) Es soll) durch 
diese Bemerkungen der Vorstellung vorgebeugt werden, als 
hielten wir das Plasmaeiweiliy ohne welteres ausschlieblich in 
seinem ganzen Umfange fiir ein direktes Produkt der resor- 
bierten und umgewandelten Nahrungsproteine. Es ist) nicht 
ausgeschlossen. dal die «genuinen», stiindig zirkulierenden 
Plasmaproteine ein Produkt der Kérperzellen oder bestimmter 
KOrperzellen sind und die resorbierten, aus den Abbaupro- 
dukten der Nahrungsproteine wieder aufgebauten Eiweibkorper 
nur kurze Zeit dem Kreislauf angeh6ren und alsbald in 
Beziehungen zu den Korperzellen treten. Diese Bbemerkungen 
erscheinen uns angesichts des nunmehr erbrachten Beweises, 


Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber das Verhalten 
verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft und Magensaft, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLVI, S. 52, 1905, und Uber das Verhalten eimger Poly- 


peptide gegen Pankreassaft, Ebenda, Bd. LI, 8. 266, 1907. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LIL. 
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dafi der tierische Organismus seinen Bedarf an Eiweil} aus den 
einfachsten Abbauprodukten der Proteine vollstandig decken 
kann, nicht iiberfliissig, insbesondere deshalb, weil wir bis jetzt 
iiber keinen einzigen Beweis verfiigen, dali tiefe EiweiBabbau- 
produkte in der Blutbahn zirkulieren. Es ist an und ftir sich 
natiirlich nicht ausgeschlossen, dab den Korperzellen Amino- 
siuren und Polypeptide zugeftihrt werden. Theoretisch spricht 
sehr vieles gegen eine solche Annahme und praktisch fehlt, wie 
gesagt, bis jetzt jeder Anhaltspunkt. Wir glauben deshalb einst- 
weilen an unserer Vorstellung, dab der Aufbau der Proteine 
aus den resorbierten Spaltprodukten bereits in der Darmwand 
einsetzt, festhalten zu mussen. 











Die Monoaminosduren des Avenins. 
Von 


Emil Abderhalden und Yuho Hiimiiléinen, Helsingfors. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Juli 1907.) 


Das zur vorliegenden Untersuchung verwendete Protein 
war analog dem Legumin aus Hafer nach Ritthausens Methode 
gewonnen worden und zwar in der Weise, dal} Hafer mit ver- 
diinnter Kalilauge extrahiert und aus der Lésung das Avenin 
mit Essigsiiure abgeschieden wurde. Dieser Prozeb wurde 
mehrmals wiederholt. Wir kénnen natiirlich nichts tiber die 
Reinheit des angewandten Priiparates aussagen, da die ganze 
Art der Darstellung wenig Gewiihr fiir eine wirkliche Reinigung 
bietet. Wir haben diese Untersuchung deshalb durchgefiihrt, 
um festzustellen, ob Proteine, die nach der gleichen Methode 
aus verschiedener Quelle dargestellt worden sind, eine iihn- 
liche Zusammensetzung besitzen oder aber, ob betrachtliche 
Unterschiede sich finden kénnen. Eine Vergleichung des Ge- 
haltes des Avenins an Monoaminosiiuren mit den entsprechenden 
des analog dargestellten Legumins!) aus weifen Bohnen zeigt, 
dafi in der Tat die gleichartige Gewinnungsweise keinen Riick- 
schlu® auf etwaige Abnlichkeit der betreffenden Proteine zulabBt. 

Das verwendete Avenin verlor beim Trocknen bei 100° 
bis zur Gewichtskonstanz 9,579/o an Gewicht und _ hinterliel 
beim Veraschen 1,28°,5 Asche. 

Auf 100 g aschefreies, bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknetes Avenin ergaben sich folgende Ausbeuten an Amino- 
suuren : 


') Emil Abderhalden und Boris Babkin, Die Monoamino- 
sdiuren des Legumins, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 354, 1906. 
33* 
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Giyvkokoll 10 ¢ 
Alanin 2.0 » 
Valin 1.8 
Leuecin 150 
Prolin 4 
Asparaginsiiure 4.0) 
Glutaminsiiure 1.4 
Phenylalanin 3,2 
Tyrosin 1.5 


lO00 @ aschefreies, ber LOO° bis zur Gewichtskonstanz 


getrocknetes Legumin enthalten: 


Glykokoll LO ¢ 
Alanin 2.8 
Valin 1.0 
Leucin S.2 
Prolin 25 
Asparaginsiiure 0) 
Glutaminsiure 16.3 
Phenylalanin 2,0 
Tyrosin 2,8 


Kin Bhek auf die vorliegende Zusammenstellung zeigt, 
dal die Unterschiede im Gehalte speziell an Tyrosin und Leucin 
so gro sind, dai sie nicht der angewandten Methode zur Las! 
fallen konnen. 

639 ¢ Avenin wurden 6 Stunden mit 1560 cem rauchender 
Salzsiiure vom spez. Gewicht 1,19 am Riickflubkiihler gekocht 
Die dunkelbraun gefiirbte Fliissigkeit wurde nach dem Filtrieren 
unter vermindertem Druck bei 40° des Wasserbades zum Sirup 
eingedamptt und der Riickstand in der gewohnten Weise mil 
Alkohol und gasfOrmiger Salzsiiure verestert. Der ganze Prozeb 
wurde viermal wiederholt. Die Ester setzten wir mit Natron- 
lauge und Kaliumearbonat in Freiheit. Ihre Destillation ergab 


folgende Fraktionen: 


Fraktion § | his 60° des Wasserbades und 12. mm Druck = 65,7 g 
I] » 100° » 2 = 78,0 
III » 105° Olbades 0.9 » » = 69.5 
IV 105 ZOO» > > Od » == 125,5 


Der Destillationsriickstand wog 44.0. g. 
Die einzelnen Fraktionen wurden in genau der gleichen 
Weise verarbeitet, wie es schon oft an dieser Stelle beschrieben 
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worden ist. Wir begniigen uns deshalb, die ganze Verarbeitung 
in ihren Umrissen anzugeben. Fraktion I—Il] verseiften wir 
sofort nach ihrer Gewinnung durch Kochen mit der 7fachen 
Menge Wasser bis zum Versehwinden der alkalischen Reaktion. 
Meistens genugen 6—8& Stunden. Alle drei Fraktionen wurden 
dann, nachdem aus der dritten Fraktion 8.75 ¢@ ausgeschiedenes 
Leucin abftiltriert worden waren, fiir sich unter vermindertem 
Druck volhg zur ‘Trockene verdampft und der Riickstand wieder- 
holt mit absolutem Alkohol ausgekocht. Auf diese Weise ge- 
winnt man das Prolin. Es ist im allgemeinen empfehlenswerter, 
zuerst auf diese Weise das Prolin zu entfernen und dann die 
in Alkohol unloslichen Aminosiiuren durch fraktionierte Krystalli- 
sation zu trennen, als das umegekehrte Verfahren cinzuschlagen. 
Im letzteren Falle erhailt man = sehr friihzeitig prolinhaltige 
Krystallfraktionen. Man ist dann genotigt, jede einzeln mit 
Alkohol auszukochen, wodurch vermehrte Verluste unvermeid- 
lich sind. Aus allen drei Fraktionen erhiellen wir nach dem 
Verdampfen des Alkohols 26,0 g Riiekstand. Auch hier Josten 





wir diesen wieder in Alkohol auf, wobei eine nicht unbetriicht- 
liche Menge ungelost blieb. Zur weiteren Reinigung stellten 
wir durch Kochen mit tibersehiissigem Kupferoxvd das Kupfer- 
salz des Prolins dar und trennten das aktive Prolinkupfer von 
der Racemtorm durch Auskochen mit Aikohol. Das racemische 
Prolinkupfer reinigten wir weiterhin durch fraktionierte Krystalli- 
sation aus Wasser. Es lieb sich eine kleine Menge von Leucin- 
kupfer abtrennen. Die Ausbeute an reinem Prolin betrug 21 g. 

Die erste Fraktion wog nach dem Auskochen mit Alkohol 
16g. 1g hiervon tibergossen wir mit absolutem Alkohol 
und leiteten bis zur Siittigung in diesen gasfOrmige, trockene 
Salzsiure ein. Es ging alles in Losung. Nach dem Impfen 
mit einem Krystiillchen von Glykokollesterchlorhydrat erfolgte 
beim Stehen auf Eis bald Krystallisation. Erhalten wurden 
0,15 g Glykokollesterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 144°. Aus 
der Mutterlauge setzten wir nach dem Eindampfen die Ester 
in der tiblichen Weise in Freiheit und verwandelten diese durch 
Kindunsten mit wiisseriger Salzsiiure in die salzsauren Amino- 
siuren. Der verbleibende Riickstand zeigte — o — + 92°. 
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Es lag somit offenbar recht reines d-Alanin vor. Seine An- 
wesenheit konnten wir durch fraktionierte Krystallisation aus 
den verbliebenen 0,6 g direkt nachweisen. Die Ausbeute an 
reinem Alanin betrug auf die ganze Fraktion berechnet 1,4 g, 
an Glykokoll O,1 g. 

Die zweite Fraktion enthielt 44,4 ¢ in absolutem Alkohol 
unlosliche Aminosiiuren. Durch fraktionierte Krystallisation 
lieben sich isolieren: 3,0 g Glykokoll, 5,0 g Alanin, 4,0 ¢ 
Valin, 30.0 ¢@ Leucin. Auch hier wurden zur Trennung und 
Orientierung sehr oft in aliquoten Teilen der Gesamtfraktionen 
die Kupfersalze dargestellt. Um einen Uberblick iiber die Ver- 
arbeitung dieser zweiten Fraktion zu geben, sel erwiihnt, dah 
zundchst durch Eindampfen der mit Tierkohle gekochten wiis- 
serigen Losung 6 Hauptfraktionen dargestellt wurden. Von 
jeder wurde zuniichst der Schmelzpunkt genommen. Die drei 
ersten Fraktionen erwiesen sich als fast reines Leucin. Die 
Analyse des Kupfersalzes bestiitigte diese Vermutung. Bei den 
iibrigen 3 Fraktionen zeigte schon der Schmelzpunkt, dai Ge- 
mische vorlagen. Die Analyse der dargestellten Kupfersalze 
zeigle die Berechtigung dieser Annahme. Schlieflich haben 
wir bei den leichter léslichen Krystallfraktionen auf Glykokoll 
gefahndet und zwar suchten wir es als Esterchlorhydrat ab- 
zuscheiden. Nur die am leichtesten l6sliche Partie gab einen 
positiven Ausfall. 

Die dritte Fraktion wog nach dem Auskochen mit Alkohol 
31,0 g. Wir erhielten 1,0 ¢ Glykokoll, 5,0 g Alanin, 5,0 g 
Valin und 20,0 ¢ Leuein. 8,75 g Leucin waren bei der Ver- 
seifung der Ester bereits ausgefallen und durch Filtration ent- 
fernt worden. 

Aus der vierten Fraktion entfernten wir zuniichst in der 
iiblichen Weise den Phenylalaninester und verseiften den Rest 
der Ester mit Barytlosung. 

Die Ausbeute an reinem Phenylalanin betrug 12,5 g. An 
Rohprodukt hatten wir betriichtlich mehr erhalten. Wir ge- 
wannen aus dieser Fraktion noch 15,5 g reine Asparaginsaure 
und ferner 57 g salzsaure Glutaminsiiure. Serin konnten wir 


nicht isolieren. 














Die Monoaminosduren des Avenins. D19 


Wir haben auch hier den Destillationsriickstand  ver- 
arbeitet. Wir kochten thn zuniichst mit Essigiither aus und 
sewannen 0,3 g Leucinimid. Den in Essigiither unléslichen 
Teil kochten wir 2 Tage lang mit tiberschitissigem Baryt und 
Wasser und gewannen nach der quantitativen Entfernung des 
baryts mit Schwefelsdure und Siittigen des eingedampften Fil- 
trates vom Baryumsulfat mit Salzsiiure 3.0 g¢ Glutaminsiiure- 
chlorhydrat. 

Tyrosin- und Glutaminsiiurebestimmung: 100g Ave- 
nin desselben Priiparates, das zur eben angefiihrten Untersuchung 
gedient hatte, wurden 16 Stunden mit 600 cem 25° oiger 
Schwefelsiure am HRiickflubkiihler gekocht, dann filtriert und 
aus dem Filtrat mit Baryt die Schwefelsiiure quantitativ ent- 
fernt. Der Baryumsulfatniederschlag wurde wiederholt mit 
Wasser ausgekocht. Durch Einengen der leicht gelb gefiirbten 
Losung bis zur Krystallisation gewannen wir vier Fraktionen 
von Tyrosin (1,95 g, O61 g, O17 g und O,1 g). Sie wurden 
vereinigt und aus heifbem Wasser unter Anwendung von Tier- 
kohle umkrystallisiert. Das reine Tyrosin wog 1,35 g. 

Die Mutterlauge des Rohtyrosins vereinigten wir mit der- 
jenigen des reinen Tyrosins, engten sie stark ein und Ieiteten 
bis zur Siittigang gasfOrmige Salzsiiure ein. Bald erfolgte beim 
Stehen auf Eis Krystallisation. Die Krystalle waren jedoch 
sehr klein und durchtrinkt von einer siruposen Mutterlauge, 
die sich nur schwer quantitativ entfernen lief. Wir verdiinnten 
deshalb die ganze Masse mit Wasser, brachten alles wieder 
in LOsung und schiittelten nun zur Entfernung der Hauptmasse 
der Salzsiiure die Lésung mit einem kleinen Uberschuf von 
Kupferoxydul. Aus dem Filtrat entfernten wir das geldste 
Kupfer mit Schwefelwasserstoff und erhielten nun eine schwach 
gelb gefiirbte Losung, aus der beim Einengen und _ Siittigen 
mit gasf6rmiger Salzsiiure nunmehr das Glutaminsiiurechlor- 
hydrat leicht abzuscheiden und zu trennen war. Wir erhielten 
an Rohprodukt 39 g. Nach dem Umkrystallisieren verblieben 
20,74 g reines salzsaures Salz = 16.6 g Glutaminsiiure. 

im folgenden geben wir im Zusammenhange die Resul- 
tate der Analyse der einzelnen Aminosiiuren wieder : 
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Glykokollesterchlorhyvdrat: 
O.1822 ¢ Substanz gaben O,1680 g CO, und 00856 g H,O 
Berechnet fir C,H, .NO,CI: Gefunden : 
C = 34.41°%o, H = 7,17°/0 C == 34,669, H = 7:5 
Alanin 
O.1466 ¢ Substanz gaben O2L80 ¢ CO, und 0.1050 g HO 
Berechnet fiir CyH-NO,: Gefunden : 
C 4). 45°/o, H == 7,87 °%o. C = 40,56°/o, H = 8,01 °7/o. 
0.3020 ¢ Alaninchlorhvdrat in 4.8423 g 20° ciger Salzsiiure drehten 
- O67. d Pdte.  fq@lP 1 9 64°. 
| 
Valin: 
O1728 gy Substanz gaben 0.8257 g CO, und 0.1446 ¢ H,O 
Berechnet fiir CLH, NO, : Gefunden : 
C = §1,28°)o, H 9,40" )0. C = 61,40°)o, H = 9,28" 
Leucin: 


O1546 g Substanz gaben 08118 g CO, und 0.136% ¢ H,O 


Berechnet fiir C,H, .NO,: Grefunden: 
C = 54,960, H Y Y2 jo, C = 54,92°/0, H 9,0 "/0. 


O.1692 ¢ Leucin in 645938 g 20°/oiger Salzsiiure drehten -- 0.62. 
d = 1,1132. [qa]? -- 16,7°. 
| Ah 


Prolin 


O.1686 ¢ Substanz verloren ber 1209 O.OLSS & H,O 


Berechnet fiir C,j,H,,O,N.Cu +- 2H,0: Gefunden: 
HO 10,990, H,O = 11,16°%)0. 
QO.1250 ¢ bet 120" getrocknetes Cu-Salz gaben 0.0359 ¢ CuO 
Berechnet fiir C,,H,.0,N,Cu: Gelunden : 
Cu = 21,5°/o. Cu = 21,6°/o 


Asparaginsiiure: 


O1719 ¢ Substanz gaben 90,2278 g CO, und 0,0782 g H,O 


Berechnet fiir CJH,NO,: Gefunden: 
C = 36,09° 0, H = 5,26 °%/o. CG = 36.3%, H = 5.09 %Jo. 


Phenvilalanin: 


b 
Berechnet fiir CyU,,NO,: Gefunden : 
C = 65,45°0, H = 6,66°/o. C = 65,42°/o, H = 6,60°/o. 


O1323 ¢ Substanz gaben 0.3170 g CO, und 0.0781 g H,O 




















Uber die in den Samenschalen von Cucurbita Pepo enthaltenen 
Hemicellulosen. 
Von 


N. Castoro. 


(Aus dem agrikultur-chem hen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich 


(Der Redaktion zugegangen am 1s. Juli 1007 


© 


In einer Abhandlung, die vor kurzem in dieser Zeit- 
schriftt!) zur Publikation gelanete. habe ich die Resultate mit- 
geteilt, die ich bei Untersuchung der Samen von Ruscus aculeatus, 
sowie der Samenschalen von Pinus Cembra, Lupinus angusti- 
folius und Lupinus albus erhielt. Gleichzeitig mit letzteren 
Objekten wurden auch die Samenschalen von Cucurbita Pepo 
in Untersuchung genommen. Die dabet erhaltenen Ergebnisse 
konnte ich aber in jener Abhandlung noch nicht mitteien, weil 
der ber Verarbeitung der zuletzt genanuten Samenschalen ge- 
wonnene zuckerhallige Sirup erst nach monatelangem Stehen 
zu krystallisieren begann. Nachdem die Untersuchung der Kry- 
stalle ausgeftihrt ist. teile ich mun iiber die an diesen Samen- 
e<chalen gemachten Beobaehtungen folgendes mit. 

Die fein zerriebenen Samenschalen wurden zur Entfernung 
von Proteinstoffen zuniichst mit kalter O.1° oiger Natronlauge 
extrahiert, der Extrakt durch Abhebern entfernt. Den dabet 
ungelost gebliebenen Teil der Schalen koehte ich dann, nach- 
dem er zuvor mit Wasser ausgewaschen worden wur. einige 
Stunden lang mit verdiinnter Schwefelsiure: bei Ausftihrung 
dieser Operation, sowie bei Behandlung der dabei entstandenen 
“7uckerlosung verfuhr ich ganz ebenso, wie es in der zitierten 
Abhandlung in den Versuchen mit den Samenschalen der Lu- 
pinen geschah. Die mit Hilfe von Baryt von der Schwefelsiure 
befreite ZuckerlOsung wurde sodann eingedunstet. der Ver- 
dampfungsriickstand zuerst mit 95° /oigem, dann mit stirker 
verdiinntem Alkohol ausgekoeht. So erhielt ieh zwei zucker- 
haltige Losungen (A und B). Keine dieser Losungen lieferte 
beim langsamen Verdunsten direkt’ Krystalle: aus den beim 





') Bd. XLIX, 8. 96—107 
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Verdunsten entstandenen sirupdsen Fliissigkeiten schieden sich 
aber nach Verlauf von eimigen Monaten Krystallkrusten in 
ansehniicher Quantitit aus. Diese Krystallkrusten wurden nach 
dem Abgieben des Sirups unter Zusatz von Alkohol ver- 
rieben, der Bret sodann auf Tonplatten gebracht. Nachdem 
die Mutterlauge aufgesogen worden war, blieb der Zucker 
als eine nur wenig gefiirbte krystallinische Masse zuriick. Ep 
wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, und zwar in 
der Weise, dai man ihn in wenig heibem Wasser loste und 
die Losung mit einem UberschuB von Weingeist vermischte: 
beim Verdunsten tiber konzentrierter Schwefelsiiure unter einer 
Glasglocke lieferte diese Fliissigkeit bald Krystalle. Letztere 
wurden noch einmal in der gleichen Weise umkrystallisiert, 
dann im Soleil-Ventzkesechen Polarisationsapparat unter- 
sucht (bei dieser Untersuehune wurden die aus den = zucker- 
haltigen Losungen A und B gewonnenen Krystalle getrennt 
gehalten). Dabei wurden folgende Resultate erhalten : 


A. 

Kine wiisserige LOsung, die in 20 cem 2,0 ¢ wasserfreie 
Substanz enthielt, drehte bei einer Temperatur von 17,5° C, 
im 200 mm-Rohr t1,8° nach rechts:; demnach ist 

aln = + 20,3 °. 2) 


b. 

Kine wiisserige Losung, die in 20 cem 2,0 g wasserfreie 
Substanz enthielt, drehte bei £7,0° C. im 200 mm-Rohr 11,9 
nach rechts: demnach ist |ajpy = -+ 20,5°. 

Das Priiparat A wurde nun noch einmal aus verdiinntem 
Weingeist umkrystallisiert, dann wieder im Polarisationsapparat 
untersucht, wobei folgendes Resultat erhalten wurde: 

Kine wiisserige Losung, die in 10 eem 0,9765 ¢ Substanz 
enthielt, drehte bei 17° C. im 200 mm-Rohr 11,15° nach rechts: 
demnach ist |a}y) = -+- 19,6° 

Das Drehungsvermégen dieses Zuckers stimmt mit dem- 


Die Grade (Skalenteile) unseres Apparates sind mit 0,344 zu 
multiplizieren, um sie in Grade der Kreisteilung umzuwandeln. 
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ienigen der Xylose tberein. Bekanntlich hat man fiir Xylose- 
priiparate in der Regel |alp = ca. -+ 20° gefunden.  Fiir 
vollig reine Xylose ist allerdings nach den dariiber gemachten 
Angaben [a]p) noch etwas niedriger, niimlich = -- 18—19°. 
Es scheint, daB es schwierig ist, die Xylose von der neben 
ihr in der Regel sich findenden Arabinose durch Umkrystalli- 
sieren vollstiindig zu befreien und dai man daher in der Regel 
ein etwas tiber —- 19° liegendes Drehungsvermogen findet. 

Kine Bestiitigung der Annahme, dai X vlose vorlag, lieferte 
die Untersuchung des in bekannter Weise dargestellten Osazons. 
Dasselbe sehmolz, nachdem es aus verdiinntem Weingeist um- 
krystallisiert worden war, bei 161—-162°. Nach Tollens 
schmilzt reines Xyloseosazon bei 161°. Fiir den Schmelzpunkt 
dieses Osazons finden sich allerdings in der Literatur auch 
etwas niedrigere Angaben. 

Auch im Aussehen stimmte der Zucker, auf den die vor- 
stehenden Angaben sich beziehen, mit Xvlose tiberein. Beim 
Erhitzen mit verdiinnter Salzsiiure und Phloroglucin gaben die 
Krystalle sehr schon die Pentosereaktion (Kirschrotfirbung der 
Fliissigkeit). 

Aus den im vorigen gemachten Angaben ist zu schlieBen, 
dali die Samenschalen von Cucurbita Pepo ein XNylan ein- 
schlieben. Ohne Zweifel fand sich dasselbe in recht ansehn- 
licher Menge vor, denn die Ausbeute an Xvlose war eine recht 
hedeutende. 

Die Mutterlauge, welche von den durch die beschriebenen 
Versuche als identisch mit Xvlose erkannten Krystallkrusten 
abgegossen worden war, lieferte ber der Oxydation mit ver- 
diinnter Salpetersiiure Schleimsiiure. Letztere wurde in ver- 
diinnter Natronlauge gelést und durch Zusatz von Salpetersiure 
aus der Losung wieder ausgefiillt. Ihr Schmelzpunkt lag nun 
bei 213°. Daraus ist zu sehlieBen, dafi die Samenschalen von 
Cucurbita Pepo neben einem Xylan auch ein Galaktan ent- 
hielten. Es scheint jedoch, daB die Quantitiit des letzteren 
veringer war, als diejenige des Xylans. 

Ich lasse nun noch einige Angaben iiber die bei der mikro- 
skopischen Untersuchung der Samenschalen erhaltenen Re- 
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sultate folven, die ich der Gefiilligkeit des Herrn Professor 
H. €. Schellenberg verdanke. 

Die Samenschale von Cucurbita Pepo L. ist gleichzeitig 
und unabhingig von einander von Fickel!) und v. Hohnel?) 
untersucht worden. Sie stellt nach beiden Autoren ein kom- 
pliziertes Gebilde dar, das aus der innern Epidermis der Frucht- 
blatter, den Integumenten, dem Perisperm und dem Endosperm 
des Fruchtknotens hervorgegangen ist. Die einzelnen Schichten 
zeigen eln sehr verschiedenes Verhalten ihrer Membranen. Dus 
zu duberst llegende leicht ablésbare diinne Hiiutchen besteht 
In der Hauptsache aus einer Cellulose, die in Wasser leicht 
und stark quillt und beim Kochen mit verdtinnten Siduren 
(3°oiger Schwefelsiiure) gel6st wird. Nur die diinne Cuticula 
und die Cuticularsehicht, wie sie v. HGhnel bezeichnet, bleiben 
unvelist zuriick. Dieses iiuBere Samenhiiutchen war bei den 
meisten Samen abgelOst oder leicht ablOsbar und kann nur 
einen Kleinen Teil der aufgefundenen Hemicellulosen gelieter 
haben, 

Die tiuberste Schicht der eigentlichen Samenschale besteh! 
aus junggestreckten, siiulenf6rmigen, stark verdickten Zellen, 
die nur seiten einzelne kleine Stirkeké6rnchen enthalten. — thr 
Verhalten geventiber Chlorzinkjod beschreibt v. HOhnel Seite 315 
folgendermaben: «Die AuBenwandung ist sehr verdickt und 
zeigt merkwirdigerweise keine Cuticula; sie besteht, sowie 
Uiberhaupt das ganze iiubere Drittel bis Fiinftel der Zellen aus 
reiner Cellulose; weiter nach innen beginnen sich die Seiten- 
wiinde mit Chlorzinkjod schmutzig blau zu fiirben, wihrend 
die innersten Partien ganz braun gefiirbt werden. Die Auben- 
wand zeigt sich eigentiimlich differenziert, indem die idubere 
Partie weniger stark lichtbreehend ist als die innere, die sich 
auch mit Chlorzinkjod dunkler blau fiirbt.» 

Noch besser als mit Chlorzinkjod treten die Differenzen 


Fiekel, Uber die Anatomie und Entwickelung der Samenschalen 
der Cucurbitaceen. Botanische Zeitung 1876, 8S. 738 u. f. 
HoOhnel, Morphologische Untersuchungen tiber die Samen 
schalen der Cucurbitaceen und einiger verwandter Familien. Sitzungs- 
berichte d. Wiener Akademie, Bd. LXXIII, 1. Abt., 1876, S. 297 u. f. 
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durch Auskochen der Schnitte mit verdtinnter Schwefelsiure 
hervor. Die inneren Schichten, von denen v. Hihnel angibt, 
dah sie sich mit Chlorzinkjod braun fiirben und stark licht- 
hrechend sind, werden fast ganz gelést. Die diuBere Partie. 
die weniger lichtbrechend ist und mit Chlorzinkjod schwach 
blau wird, quillt etwas auf und zeigt zugleich eine Substanz- 
verminderung durch teilweise Losung, die ich auf !/s3 bis zur 
Hiilfte schiitze. Die Hauptmasse der von den Samenschalen 
des Kiirbis erhaltenen Hemicellulosen diirfte aus dieser Zell- 
-chicht stammen, die als Quellungsschicht fiir den Samen 
funkuontert. 

Die nach innen folgenden Zellschichten zeigen alle ver- 
holzte Membranen bis auf die zarten Reste, die aus dem zu- 
summengedrtickten Perisperm und Endosperm hervorgegangen 
sind. Es sind das die Schichten HI—-VI in der Terminologie 
v. H6hnels.*) Unter diesen ist die Hartschicht die bemerkens- 
werteste, Thre Zellen zeigen auf dem Querschnitt steinzellartige 
Verdiekung der Membran. Obwohl sie verholzt ist, zeigt sich 
nach Hingerer Einwirkung von Chlorzinkjod ein) scliwach vio- 
letter Farbenton. Nach dem Auskochen mit verdiinnter Schwefel- 
siiure bemerkt man, dali auch in diesen Membranen ein ge- 
ringer Substanzverlust eingetreten ist: etwa ?/6—'/5 diirfte von 
der Membransubstanz gel6st worden sein. 

Die zarten unverholzten Reste des Perisperms und Endo- 
sperms bilden das innerste Hiiutchen der Samenschale. Thre 
Membranen sind diinn und geben mit Chlorzinkjod eine schwach- 
blaue Faérbung. Sie bestchen etwa zur Hiélfte aus Hemicellulosen, 
die bei dem Auskochen mit verdiinnter Siture gelOst werden. 

Wenn aus den Samenschalen des Kiirbis grofe Mengen 
Hemicellulose gewonnen werden kénnen, so diirften sie unter 
Beriicksiehtigung der Mengen etwa zu 80°/o aus der Quell- 
schicht der Samenschale stammen, etwa zu 5-—10°/) aus der 
Hartschicht und ebensoviel aus den Resten des Perisperms 
und Endosperms und nur einige wenige Prozente (2——3) aus 
dem auberen Samenhiiutchen. » 

') Eine gute Abbildung der Verhiéltnisse gibt Fig. 10, Taf. ID in 


der zitierten Abhandlung vy. Héhnels. 








Das Verhalten der Hippursdure zu Erepsin. 
Von 
Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1907.) 


Die Hippursiiure ist den Peptiden und Eiweifkérpern recht alin- 
lich konstituiert : 

C,H, — CO — NH — CH, — COOH Hippursaure ; 
NH, — CH, — CO — NH — CH, — COOH Glycylglycin. 

Trotzdem konnte Gulewitsch ') zeigen, daf sie von Trypsin nich)! 
in Glykokoll und Benzoesiiure zerlegt wird. Nachdem sich aber heraus- 
gestellt hat, daf§ das Erepsin des Diinndarms Verbindungen spaltet. di: 
dem Trypsin widerstehen, *) lag es nahe, das Verhalten der Hippursiiur: 
zum Erepsin zu prifen. 

Ich léste Hippursiure in saurem kohlensauren Natrium zu eine 
auf Lackmus neutralen Loésung, setzte eine Erepsinlésung hinzu, die ich 
in friiher beschriebener Weise aus Hundediinndarmschleimhaut bereitet 
hatte, lief 20 Stunden im Brutschrank stehen und verarbeitete die Lésun, 
nach den Angaben von Bunge und Schmiedeberg %) auf Hippursiur 
bezw. Benzoesiiure. Ich erhielt so eine Lésung der Siiuren in Essigathie 
Den Essigiither lieS ich be: Zimmertemperatur verdunsten, wobei sic 
die Hippursiiure in schénen Krystallen abschied. Ich behandelte dic 
Krystalle mit Petrolither, der aber beim Verdunsten keinen Ritickstand 
hinterliefi, sodafs keine Benzoesiure vorhanden war. Ich habe den \ 
such mit zwei anderen Erepsinpriiparaten wiederholt, und mit gleiche: 
Erfolg. Das eine Mal hinterliefS der Petrolather gar keinen Riickstand, 
das andere Mal eine Spur einer gelblichen Schmiere, die offenbar aus 
dem Organextrakt stammte. 

Hippurséure wird also auch von Erepsin nicht angegriffen. 

') W. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 540 (1899). 

*) O. Cohnheim, ibid., Bd. IL, S. 64 (1906); Bd. LI, S. 415 (1907. 
— EK. Abderhalden und Y. Teruuchi, ibid., Bd. IL, 8. 1 (1906). 

*) G. Bunge und O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Path. 
Pharmakol., Bd. VI, 5. 233 (1876). 


Druekfehlerberichtigung. 

In der Arbeit von Emil Abderhalden und Leonor 
Michaelis: «Der Verlauf der fermentativen Polypeptidspaltung 
(Dieser Band, 8. 337, Zeile 15 von oben) muf es heiben: 

t a—<z t R-~X t 


I é x pe. 
In a ge k,, statt: In ae — + € — = kK. 














Zur Richtigstellung. 
Von 


WI. Gulewitsch. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1907.) 


Der groftte Teil der neuen «zur Abwehr> betitelten und in dieser 
Zeitschrift, Bd. LI, S. 545, verdffentlichten Notiz des Herrn Kutscher, 
welche gegen meine Untersuchungen iiber das Verhalten von Carnosin 
cegen Silbernitrat, fixe Alkalien und Ammoniak gerichtet ist, erscheint 
als Nachdruck eines Auszuges aus der iilteren Abhandlung von Ami- 
radzZibi und mir. Diesen Teil der Notiz brauche ich nicht zu betrachten, 
da derselbe eine persdnliche Bedeutung fiir Herrn Kutscher hat und 
die Erklairung geben soll, warum Herr Kutscher sein Ignotin fiir einen 
von unserem Carnosin verschiedenen Kérper gehalten hat und zwar, wie 
ich spéter (Diese Zeitschrift, Bd. L, 8. 204) gezeigt habe, irrtiimlicher- 
weise. Ich bitte aber den Leser, diesen nachgedruckten Auszug mit 
meinen erginzenden, in dieser Zeitschrift, Bd. L, S. 204, und Bd. LI, 
S. 258, verdffentlichten Aufsatzen vergleichen zu wollen. 

In dem anderen Teil seiner Notiz bezweifelt Herr Kutscher, daf 
die éiquimolekularen Loésungen von Carnosin- und Silbernitrat das Ver- 
halten gegen fixe Alkalien und Ammoniak zeigen, wie es AmiradZibi 
und ich beschrieben haben. Darum sah ich mich veranlaft, das genannte 
Verhalten aufs neue zu priifen. Zu dem Zwecke habe ich nun eine 
Losung von 0,dd91 ¢ trockenem reinen Carnosinnitrat und 0.3283 g 
trockenem reinen Silbernitrat (berechnet: 0,3287 g) in etwa 6 cem Wasser 
bereitet.') Diese Lésung zeigte folgendes Verhalten gegen Alkalien: 

1. Setzt man der Lésung einen Tropfen Kalilauge zu, so bekommt 
man eimen beim Schiitteln verschwindenden Niederschlag. Der Zusatz 
von einer groferen Menge Kalilauge ruft die Bildung eines beim Schiitteln 
nicht verschwindenden voluminésen weifien Niederschlags hervor. In 
einem Uberschuf von Kalilauge list sich derselbe auf, wobei ein vor- 
sichtiger und unter kriiftigem Schiitteln ausgefiihrter Zusatz von Silber- 
nitrat den Niederschlag aufs neue entstehen lift, der aber jetzt schwach 
gelblich gefiirbt ist. 

2. Natronlauge verhiilt sich gegen die aquimolekulare Lésung von 
Carnosin- und Silbernitrat genau ebenso wie Kalilauge. 

3. Barytwasser bildet mit der aquimolekularen Lésung von Carnosin- 
und Silbernitrat einen voluminésen, weifen, zuerst beim Schiitteln ver- 
schwindenden, spiter dauernden Niederschlag, welcher sich aber im 
Barytiiberschuf, wenigstens merklich, nicht list. 

') Ich glaube, dafi Herr Kutscher diese Liésung von Carnosin- 
und Silbernitrat als eine d4quimolekulare anerkennen wird. 





2% Wil. Gulewitsch, Zur Richtigstellung. 


(. Durch Ammoniakzusatz ist in der faquimolekularen Lisuns 
von Carnosin- und Silbernitrat keine Spur irgend eines Niederschlages 
weder mit einer duferst geringen (einem kleinen Teil eines Tropfens), 
noch mit einer gréferen Menge des Reagens hervorzurufen. Setzt man 
aber der Mischung noch Silbernitrat hinzu, so bekommt man einen volu- 
mindosen weifen Niederschlag, welcher sich in Ammoniak leicht auflést. 

). Fiigt man zur fdiquimolekularen Losung von Carnosin- und Silber- 
nitrat einen Tropfen der ammoniakalischen, nach Kutschers Vorschrift ‘) 
bereiteten SilberlOsung, so beobachtet man die Bildung eines beim Schiitteln 
verschwindenden voluminésen weifien Niederschlags, der nach weiterem 
vorsichtigen Zusatz der ammoniakalischen Silberldsung bestindig wird 
und sich in einem Uberschuf des Reagens wieder lost. 

6. Kine merkwiirdige Erscheinung konnte ich beobachten, als ich 
zur dquimolekularen Losung von Carnosin- und Silberniirat etwas Silber- 
nitrat und dann tropfenweise Kalilauge zusetzte: der zuerst entstandene 
bekannte weilfe Niederschlag verschwand bei einer geniigenden Menge 
Kalilauze und die Mischung erstarrte zu einer vollkommen durchsichtigen 
Gallerte. Nach dem Schiitteln mit einer weiteren Menge Kalilauge ver- 
wandelte sich die Gallerte in eine Masse von weifien zusammengeballten 
Fasern. 

Somit verhélt sich die déquimolekulare L6sung von Carnosin- und 
Silbernitrat gegen Alkalien wirklich so, wie es seiner Zeit von Amiradzihi 
und mir angegeben worden ist: setzt man zu dieser Lésung Bary t- 
wasser oder Kali- resp. Natronlauge, so bekommt man einen 
voluminésen weifen Niederschlag, dessen Bildung ausbleib!, 
wenn Ammoniak, selbst iuferst vorsichtig, anstatt des fixen 
Alkali zugesetzt wird. Meine spiiteren in dieser Zeitschrift, Bd. L, 
S. 206, und soeben verdffenthchten Beobachtungen, wie der Leser sehen 
kann, iindern niehts in der von Amiradzibi und mir friiher gegebenen 
Beschreibung der Fiillbarkeit des Carnosinnitrats durch Silbernitrat und 
Alkalien bei der Abwesenheit eines Silberiiberschusses. Diese Beobach- 
tungen ergiinzen die friiheren, indem sie zeigen, wie sich eine Loésung 
von Carnosin- und Silbernitrat gegen Alkalien verhélt, wenn in der Losung 
eine im Vergleich zur jiquimolekularen iiberschiissige Menge des Silber- 
nitrats vorhanden ist. 

Nachdem ich somit eine detaillierte Beschreibung des Verhaltens 
von Carnosin gegen Silbernitrat und Alkalien bei verschiedenen Be- 
dingungen gegeben habe, erlaube ich mir zu hoffen, dafi diese Frage 
jetzt auch fiir Herrn Kutscher geniigend aufgeklart ist. Widrigenfalls 
méechte ich ihm empfehlen, bei der weiteren Diskussion den Weg der 


aprioristischen Betrachtungen zu verlassen und den — allerdings etwas 
schwierigeren — Weg zu betreten, der zur Aufkliirung des wirklichen 


Sachverhaltes durch eigene experimentelle Untersuchungen fiihrt 


', Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 58. 531. 
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